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La regolazione dell’espressione genica rappresenta un processo fondamentale mediante il 
quale le cellule sono in grado di mantenere la normale omeostasi o di rispondere a stress 
provenienti dal microambiente cellulare. Tale regolazione accompagna tutta la vita dell’RNA, 
dalla sua trascrizione fino alla sua degradazione, controllando finemente processi chiave quali 
la biosintesi dell’RNA pre-messaggero, la sua maturazione, i fenomeni di splicing, la 
localizzazione subcellulare degli mRNA, la loro stabilità e l’inizio della traduzione. 
Tutti questi punti di controllo prevedono l’intervento essenziale delle RNA binding proteins, 
proteine che sono in grado di riconoscere e legare gli mRNA fin dall’inizio della loro 
trascrizione, accompagnandoli poi in tutti i processi che ne caratterizzano il loro destino. 
Risulta quindi semplice comprendere come un’alterazione nell’espressione, nella funzione, o 
nell’ interazione con gli mRNA target, di queste proteine possa portare ad errori nei 
meccanismi di controllo dell’espressione genica, determinando così l’insorgenza di numerose 
patologie, tra le quali il cancro. 
In questa tesi mi sono occupato, in particolare, dell’RNA binding protein HuR, nota in 
letteratura come uno dei membri di questa categoria maggiormente coinvolto nella 
progressione tumorale. Sebbene il coinvolgimento di HuR sia stato largamente dimostrato in 
numerosi tipi di tumore umano, i dati riguardanti il suo ruolo nel tumore tiroideo sono ancora 
scarsi e non del tutto chiari. Per questo motivo in questo studio si è dimostrato, per la prima 
volta, come HuR giochi un ruolo chiave nella proliferazione e nella sopravvivenza cellulare, 
così come nell’aggressività tumorale, nel tumore anaplastico tiroideo. Ci si è poi focalizzati 
sullo studio di un inibitore farmacologico di HuR. Ad oggi infatti le modalità di inibizione di 
tale RNA binding protein sono poche e presentano tutte delle criticità che ne hanno 
ostacolato la traslazione da studi in vitro o in vivo in modelli animali, a studi sull’uomo. Per 
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questo motivo sono stati valutati gli effetti di una nuova molecola di recente sintesi (CMLD-2) 
in grado di inibire direttamente l’interazione tra HuR e i siti ARE presenti sui suoi mRNA target. 
Gli esperimenti effettuati hanno confermato come CMLD-2 abbia effetti su vitalità cellulare, 
apoptosi ed aggressività tumorale in tipologie diverse di tumore tiroideo, inoltre hanno 
permesso di individuare uno dei probabili meccanismi di azione molecolari di tale trattamento 
che sembra coinvolgere la proteina MAD2. Quest’ultima è una componente chiave del 
complesso che regola il passaggio da metafase ad anafase durante la mitosi ed è già nota 
essere deregolata nel cancro. 
I dati ottenuti in questo studio hanno quindi confermato come HuR sia un promettente target 
terapeutico nel trattamento del tumore tiroideo e come l’utilizzo di CMLD-2 possa essere ad 
oggi il metodo più promettente circa l’inibizione di questa RNA binding protein, il tutto in 





RNA binding proteins 
Negli eucarioti la regolazione genica rappresenta un punto di controllo cruciale nella risposta 
fisiopatologica a stimoli intra o extra cellulari, sia essa rivolta verso il mantenimento 
dell’omeostasi e il differenziamento cellulare, o verso la risposta a stress e la sopravvivenza 
cellulare. Essa è il risultato di processi complessi e finemente regolati che si verificano in 
distretti cellulari diversi, ognuno dei quali prevede numerosi punti di regolazione, dalla 
biosintesi dell’RNA pre-messaggero nel nucleo, fino alla degradazione dell’RNA messaggero 
(mRNA) e al catabolismo proteico nel citoplasma. La regolazione dell’espressione genica a 
livello dell’mRNA coinvolge una continua organizzazione e riorganizzazione di strutture 
ribonucleoproteiche, ciò determina la necessità di numerose RNA-binding proteins (RBPs) le 
quali controllano ogni passaggio della “vita” di ciascuna molecola di RNA. L’esistenza di una 
molecola di mRNA viene spesso suddivisa in due fasi: una prima fase nucleare e trascrizionale 
ed una seconda fase citoplasmatica e post-trascrizionale. Questa suddivisione risulta ormai 
essere superata e non sorretta da recenti basi molecolari, per questo motivo si preferisce 
parlare di ciclo vitale dell’mRNA, un termine che sottolinea la continuità tra i vari passaggi del 
suo destino1. Dal momento in cui inizia la loro trascrizione fino a quello in cui vengono 
degradati, la maggior parte degli mRNA risulta costantemente associata con proteine. Gli RNA 
presentano delle sequenze (cis-elements) che vengono riconosciute dalle RBPs, le quali 
possono legare sia sequenze codificanti che non codificanti interagendo con elementi 
strutturali specifici importanti per il destino dell’mRNA, influenzandone processamento, 
trasporto, localizzazione, stabilità e funzione. L’associazione tra RNA e proteina forma 
complessi ribonucleoproteici chiamati RNPs o più specificatamente mRNPs quando costituite 
da mRNA2. Nel genoma umano sono stati identificati 1542 geni codificanti per RBPs, circa il 
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7,5% del totale di geni codificanti proteine, un numero destinato a salire ulteriormente e che 
chiarisce l’importanza che esse hanno all’interno delle cellule3–5. Le RBPs codificate da tali 
geni sono in grado di interagire con tutte le classi conosciute di RNA, in particolare sono 692 
quelle in grado di legare molecole di RNA messaggero; si ritiene che circa il 50% di tutte le 
RBPs abbia un effetto diretto o mediato sulla regolazione post-trascrizionale dell’espressione 
genica4. Le RNA-binding proteins possono essere classificate secondo le basi strutturali dei 
loro domini di legame con l’RNA (RNA-binding domains o RBDs). Ad oggi sono noti più di 600 
RBDs diversi, essi sono spesso costituiti da 90 aminoacidi e comunque da un numero di residui 
amminoacidici compreso tra 60 e 100. La sequenza amminoacidica di tali domini ne 
determina la specificità di legame influenzandone la conformazione. La sequenza nucleotidica 
presente sull’RNA che viene riconosciuta dalle RBPs è solitamente costituita da 4 o 6 
nucleotidi, anche se può essere più corta, fino ad un solo nucleotide. Il legame tra RNA e RBPs 
può coinvolgere sia molecole di RNA a singolo filamento che molecole a doppio filamento 4. 
Tra i domini proteici delle RBPs più studiati troviamo: l’RNA-binding domain (RBD) (detto 
anche RNA recognition motif (RRM)), il K-homology domain (KH di tipo I e di tipo II); il RGG 
(Arg-Gly-Gly) box, il Sm domain, il DEAD/DEAH box, lo zinc finger, l’RNA-binding domain a 
doppio filamento (dsRBD), il cold-shock domain, il Pumilio/FBF domain (PUF); il 
Piwi/Argonaute/Zwille domain (PAZ) (Figura. 1)6.  
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Figura 1. Relazione tra l’RNA-binding domain (RBDs), l’RNA-binding protein (RBPs), gli RNAs target e I 
processi biologici che vengono regolati con un focus particolare sul loro possibile coinvolgimento nella 
terapia del cancro1. 
Il dominio che si ritrova più frequentemente nelle RBPs, e quindi anche quello maggiormente 
studiato in letteratura, risulta essere l’RNA recognition motif o RRM. Tale dominio è 
caratterizzato da una sequenza di circa 90 aminoacidi con struttura secondaria ad αβ-
sandwich (β1α1β2β3α2β4), che gli consente di riconoscere e legare 2-8 nucleotidi di una 
molecola di RNA a singolo filamento. Le RBPs contenenti domini RRM risultano coinvolte in 
numerosi processi cellulari aventi come attore principale l’RNA come ad esempio le modifiche 
e l’elaborazione di mRNA e rRNA, la regolazione della traduzione, lo splicing, la localizzazione 
dell’RNA e la sua stabilità all’interno della cellula6,7.  
Il dominio dsRBD è costituito da 70-75 aminoacidi con struttura αββα ed è coinvolto nel 
legame di RNA a doppio filamento. Questo tipo di dominio è estremamente importante in 
meccanismi di maturazione e localizzazione dell’RNA, ma soprattutto nei fenomeni di RNA 
interference e repressione della traduzione. 
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I domini zinc finger sono tra i più comuni DNA binding domain, inoltre sono anche in grado di 
riconoscere e legare l’RNA a singolo filamento. I domini zinc finger sono caratterizzati da una 
struttura ββα in cui i foglietti β e l’α-elica sono collegati attraverso un molecola di zinco7.  
Negli eucarioti l’RNA neosintetizzato nel nucleo dalla RNA polimerasi II prende il nome di 
trascritto primario, esso va incontro ad un complesso processo di maturazione il quale 
prevede l’addizione di un cap all’estremità 5’e di una coda di poli-adenine all’estremità 3’oltre 
che la rimozione di sequenze introniche (pre-mRNA splicing). Questi processi avvengono nel 
nucleo e necessitano della mediazione di numerose RBPs le quali intervengono quindi sin 
dalla sintesi della nuova molecola di mRNA8–10. Lo splicing del pre-mRNA è il processo 
mediante il quale soltanto i segmenti codificanti del trascritto primario vengono uniti insieme 
e successivamente esportati nel nucleo11. La maggior parte degli introni rimangono nel nucleo 
dove successivamente vengono degradati oppure processati e trasformati in non-coding 
RNAs con funzioni regolatorie. Lo splicing è un processo finemente controllato e svolto dallo 
splicesoma, un grande complesso estremamente dinamico e continuamente rimodellato 
durante tutto il processo12,13. Lo splicesoma è composto da numerose piccole 
ribonucleoproteine (U1, U2, U4, U5 e U6) associate con cofattori proteici, ogni 
ribonucleoproteina è costituita da un RNA legato ad una proteina14. Il processo di splicing si 
basa sul riconoscimento da parte dello splicesoma di corte sequenze conservate sul 
pre-mRNA in corrispondenza delle giunzioni tra introni ed esoni, detti siti di splicing 15. Un 
complesso che prende il nome di exon junction complex (EJC) si posiziona a livello delle 
giunzioni tra esone ed esone rappresentando cosi un “marker” del processo di splicing ed 
influenzando il ciclo vitale futuro dell’mRNA condizionandone ad esempio l’esportazione del 
nucleo; esso rimane vi rimane legato fino al primo ciclo di traduzione dell’mRNA12,13. Lo 
splicing può essere costitutivo quando un esone è sistematicamente incluso nell’mRNA 
mature, o alternativo quando, a partire da un dato pre-mRNA, possono essere prodotti diversi 
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trascritti che differiscono per gli esoni in essi inclusi. Ciò è possibile in quanto alcune sequenze 
presenti negli esoni o negli introni si comportano come regolatori positivi (enhancers) o 
negativi (silencers) dello splicing, richiamando delle RBPs che vi si legano. Tali sequenze 
vengono riconosciute e legate da serine/arginine-rich (SR) proteins che sono in grado di legare 
le sequenze enanhers o da heterogeneous nuclear ribonucleoproteins (hnRNPs) le quali invece 
riconoscono i silencers, mediante il loro legame queste due classi di RBPs possono attivare o 
inibire lo splicing agendo sull’assemblaggio dello splicesoma16,17. La presenza di strutture 
secondarie sul pre-mRNA, inoltre, condiziona la velocità di elongazione della RNA polimerasi 
II; minore è tale velocità e maggiore è l’efficienza dello splicing alternativo, l’esone verrà 
quindi inserito nell’mRNA maturo (exon retention), viceversa invece si avrà un suo mancato 
inserimento (exon skipping)18. Durante le fasi iniziali della trascrizione, non appena la 
molecola di pre-mRNA raggiunge una lunghezza compresa tra i 20 ed I 30 nucleotidi, viene 
aggiunto un cap all’estremità 5’in modo da prevenire l’azione di degradazione normalmente 
svolta dalla 5’-3’esonucleasi. Tale cap consiste nella 7-metilguanosina la quale viene legata al 
primo nucleotide dell’mRNA attraverso l’azione di tre enzimi ed è coinvolto nello splicing e 
nell’esportazione dell’mRNA dal nucleo e nella traduzione19. L’mRNA presenta una semplice 
struttura che prende il nome di coda di poliA all’estremità 3’e che risulta costituita da una 
sequenza di adenine con lunghezza media tra le 200 e le 250 basi. La coda di poliA viene 
riconosciuta e legata da RBPs dette poly(A) binding proteins (PABPs) le quali proteggono la 
molecola di RNA dal clivaggio operato dalla 3’-5’esonucleasi e dall’azione della deadenilasi. 
La coda di poliA viene sistematicamente accorciata durante l’esistenza della molecola di 
mRNA fino ad essere rimossa al termine del suo ciclo vitale, la sua lunghezza quindi ha un 
impatto cruciale sul destino dell’mRNA ed è coinvolta nell’esportazione, nella stabilità e nella 
traduzione dell’mRNA19, oltre che nel controllo post-trascrizionale dell’espressione genica in 
fenomeni quali sviluppo, differenziamento e cancro20–22. A partire da un singolo gene, 
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possono essere prodotti mRNA diversi attraverso l’utilizzo di segnali di poliadenilazione 
alternativi nella regione 3’terminale, ciò determina cambiamenti nella coda di poliA aggiunta. 
i quali portano ad una differente durata dell’emivita dell’mRNA, nonché ad una loro diversa 
localizzazione all’interno della cellula, modulando così l’espressione genica23. Negli eucarioti 
l’mRNA intracitoplasmatico viene degradato principalmente attraverso due vie, entrambe le 
quali hanno inizio con la deadenilazione. La deanilinazione consiste in due passaggi, il primo 
coinvolge il complesso PAN2-PAN3 (polyA nuclease 2 e 3) il secondo che vede l’intervento del 
complesso CAf1-CCR4-NOT24. Una volta deadenilato l’mRNA può. 
- Venire degradato dall’estremità 3’verso quella 5’dall’esosoma, un complesso 
multiproteico che recluta RNAsi e cofattori e che viene regolato dal complesso SKI 
(Sloan-Kettering Institute). 
- Subire la rimozione del cap catalizzata da DCP2 (decaping protein 2) e dal suo 
coattivatore DCP1. Dopo questo passaggio l’mRNA subisce una degradazione 
esonucleolitica in direzione 5’-3’svolta dalla esoribonucleasi XRN125 . 
La maggior parte dei trascritti viene degradata attraverso questi meccanismi dipendenti dalla 
deadenilazione, tuttavia sono state descritte vie alternative come il taglio endonucleolitico 
mediato da IRE1 (inositol-requiring enzyme 1)26. Diversi sistemi di controllo della qualità 
dell’mRNA rendono possibile l’accesso al macchinario della traduzione dei soli trascritti che 
non presentino anomalie. La presenza di aberrazioni sull’mRNA viene rilevata durante la 
traduzione e ciò comporta la sua eliminazione attraverso l’attivazione di vie di segnalazione 
come la NMD (nonsense mediated decay) o la non-EJC-dependent NMD mechanism12,25,26. 
Tra gli elementi-cis noti per essere in grado di influenzare la stabilità dell’mRNA, gli 
Adenylate-Uridylate-rich (AREs) sono i più studiati e caratterizzati. Gli AREs sono dei siti 
caratterizzati dalla presenza di molteplici residui di adenina ed uracile e localizzati a livello 
delle regioni non tradotte al 3’di numerosi mRNA, inclusi quelli di fattori di crescita, citochine 
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e proto-oncogeni27. L’influenza sulla stabilità dell’mRNA degli AREs dipende dalle ARE-binding 
proteins (ARE-BP) che vi si legano. Ad esempio la tristetrapolina (TTP) promuove una rapida 
degradazione dell’mRNA di GM-CSF (Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), 
mentre HuR stabilizza il trascritto di VEGF25. La stabilizzazione dell’mRNA mediate dalle 
ARE-BPs può essere determinata da un legame competitivo con fattori destabilizzanti che di 
conseguenza non possono legare l’mRNA ed attivarne la degradazione26. Inoltre le ARE-BPs 
possono subire delle modificazioni post-traduzionali che ne influenzano l’affinità di legame 
per gli AREs o la localizzazione cellulare28. L’effetto delle ARE-BPs sull’mRNA può essere 
influenzato anche da micro RNA che sono in grado di riconoscere e legare il medesimo 
trascritto della ARE-BP in modo cooperativo o competitivo29. Le ARE-BPs sono in grado di 
controllare la traduzione dell’’mRNA in due modi: 
- Attraverso la degradazione della coda di poliA inducendo il rilascio delle PAPBPs 
- Legando eIF4E e prevenendo cosi il suo legame con eIF4G 
Inoltre in condizioni di stress, alcune ARE-BPs sono in grado di guidare l’mRNA verso granuli 
citoplasmatici (stress granules o SGs) nei quali i ribosomi si trovano legati sugli mRNAs in una 
condizione di stallo all’inizio della traduzione30. 
La down-regolazione di numerose ARE-BPs è stata riscontrata in vari tipi di tumore, ciò 
determina la stabilizzazione di mRNA targets coinvolti nel ciclo cellulare, nell’angiogenesi e 
nella resistenza all’apoptosi; ad esempio la down-regolazione di TTP nel cancro mammario 
rappresenta un fattore prognostico negativo31. 
La famiglia delle RNA-binding proteins comprende numerosi membri come ad esempio le 
proteine Hu (HuA, HuR, HuB, HuC e HuD) le quali riconoscono e legano le sequenze Au-rich 
presenti nella regione del 3’non tradotto (3’UTR) dell’mRNA, incrementandone la stabilità e 
la traduzione32,33. Altri membri di questa famiglia come TIA-1 (T-cell intracellular antigen 1), 
TIAR (TIA-1- related ), tristetrapolina, FMRBP (polypyrimidine tract-binding protein ), CUGBP 
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(fragile X mental retardation protein ), PTB (CUG triple repeats RNA-binding protein ), 
nucleolina e hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins ) A1, A2 e C1/C2, è stato 
dimostrato essere in grado di influenzare la stabilità dell’mRNA interagendo non solo con il 
3’UTR ma anche con la regione codificante e con il 5’UTR34–37. Le proteine Hu sono tra le più 
caratterizzate e studiate RBPs, HuR è espresso ubiquitariamente in tutti i tessuti, mentre HuB, 
HuC, HuD sono espresse quasi esclusivamente a livello neuronale38. HuR è anche nota con il 
nome di embryonic lethal, abnormal vision, Drosophila-like 1 (ELAV L1), essa lega mRNA aventi 
sequenze ricche in AU e U le quali sono considerate siti di legame o anche RNA-recognition 
motifs (RRMs) e sono presenti in numerosi trascritti39. HuR lega mRNA coinvolti nella crescita 
cellulare, nella sopravvivenza cellulare, nella proliferazione, nella senescenza, nella risposta a 
stress e nella carcinogenesi, stabilizzandoli e promuovendone la traduzione40–44. L’RNA-
binding protein Au-binding factor 1 (AUF1), anche nota come heterogeneous nuclear 
ribonucleoprotein D (hnRNPD), si lega a sequenze ricche in Au prevalentemente localizzate al 
3’UTR dei suoi mRNA bersaglio. AUF1 appartiene ad una grande famiglia di proteine hnRNPs 
tra le quali troviamo hnRNNP A, B, C, D, E, F, H, I, K, L, M, Q, R e U. AUF1 promuove la 
degradazione di numerosi trascritti, ma è anche in grado di aumentare la stabilità di alcuni 
mRNA45–47. Questa RBP è presente a livello cellulare in 4 isoforme diverse (p37, p40, p42, p45) 
come risultato di uno splicing alternativo a partire dallo stesso gene, tutte le sue isoforme 
sono in grado di legare l’mRNA sebbene con diversa affinità48. Si pensa che AUF1 presenti gli 
mRNA (coinvolti in processi quali ciclo cellulare, risposta allo stress e apoptosi) all’esosoma al 
fine di indurne la degradazione 47,49,50. Le RBPs TIA-1 e TIAR legano sequenze ricche in Au e U 
presenti al 3’UTR degli mRNA e ne sopprimono la traduzione51, tuttavia esse possono anche 
modulare l’espressione genica attraverso l’interazione con tratti di oligopirimidine presenti 
all’estremità 5’ in risposta a cambiamenti dell’omeostasi cellulare52. Le proteine TIA-1 sono 
inoltre coinvolte nel controllo dello splicing alternativo del pre-mRNA attraverso il legame con 
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sequenze arricchite in uracile a livello degli introni e il riconoscimento di siti di splicing atipici. 
Le proteine TIAR sono in grado di legarsi fortemente al DNA a singolo filamento in 
corrispondenza di regioni ricchi di timina; questo legame permette il posizionamento delle 
TIAR in modo tale da modulare la trascrizione e aiutare a localizzare TIAR in prossimità di 
trascritti con sequenze ricche di uracili al momento della trascrizione51. Tra le RBPs che 
svolgono la funzione di indurre la degradazione degli mRNA con I quali interagiscono troviamo 
anche il nuclear-factor 90 (NF90) che media la soppressione di mRNA coinvolti nel ciclo 
cellulare53; la proteina FMRP che è noto essere coinvolta nella modulazione di geni coinvolti 
nella regolazione della plasticità sinaptica54 e la tristetraprolina (TTP), una proteina zinc finger 
che ha come trascritti bersaglio geni di numerose interleuchine, i quali risultano essere 
coinvolti in processi di infiammazione e carcinogenesi 55. La nucleolina è una RBP che 
interagisce con gli mRNA attraverso sequenze ricche in AU o in G e ne regola la stabilità e la 
traduzione. I geni i quali mRNA sono regolati da questa proteina sono coinvolti nel ciclo 
cellulare, nella morfologia cellulare, nella proliferazione e nella carcinogenesi34. 
Se la funzione della RBP è quella di facilitare ed attivare la degradazione dell’mRNA, come nel 
caso di AUF1 o TTP, si ha una riduzione dell’emivita della molecola di mRNA con conseguenti 
bassi livelli di espressione della proteina; viceversa, RBP che svolgano una funzione 
stabilizzante sugli mRNA come nel caso di HuR, determinano un aumento dell’emivita dei 
trascritti con conseguenti livelli proteici aumentati (Figura. 2). 
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Figura 2. Regolazione della stabilità e della traduzione dell’mRNA ad opera delle RBP. Alcune RBP (in 
blu) stabilizzano l’mRNA favorendone la traduzione, altre (in rosso) ne favoriscono la degradazione 
mediata dall’esosoma. 
Numerosi studi hanno dimostrato come le RBP siano deregolate in diverse malattie umane, 
incluso il cancro56,57. Un’alterata espressione di queste proteine causa un’errata interazione 
con i loro mRNA target, portando alla formazione di complessi ribonucleoproteici aberranti a 
causa delle modificate affinità o concentrazioni. In questo modo tali complessi possono 
condizionare ogni processo post-trascrizionale e modificare il fenotipo cellulare in una 
condizione patologica58. Mediante analisi di genome-wide, numerose RBP sono state 
individuate come proteine aventi un ruolo cruciale nello sviluppo e nella progressione dei 
tumori. Esse possono influenzare la crescita e la proliferazione cellulare, inoltre una loro 
espressione aberrante è stata correlata con la sopravvivenza dei pazienti in vari tipi di 
cancro59–62. Inaspettatamente, tuttavia, nel cancro non si osservano grandi cambiamenti nei 
livelli di espressione delle RBP63, ciò induce a pensare che il loro ruolo nella tumorigenesi 
possa essere legato all’interazione con gli mRNA e che la loro deregolazione, in queste 
patologie, coinvolga alterazioni genetiche, meccanismi epigenetici e processi di regolazione 
mediati da RNA non codificanti64,65. In seguito ad alterazioni di alcune RBP, le cellule tumorali 
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possono subire delle modificazioni nei processi di splicing, ad esempio come nel caso di 
mutazioni somatiche in geni che costituiscono lo spliceosoma come SF3B1, UsAF1 o le 
proteine hnRNP, trovate in oltre il 50% di pazienti con sindrome mielodisplastica e leucemia 
mieloide acuta66,67. Una piccola alterazione in una sola RBP può deregolare l’intera 
espressione genica favorendo la crescita tumorale; è questo il caso di una mutazione 
germinale di DICER1 che risulta in un processo di maturazione dei mircoRNA difettoso, il quale 
porta ad un’anormale espressione degli mRNA target68,69. Una traslocazione cromosomica che 
coinvolga geni di RBP può determinare proteine di fusione che favoriscano la progressione 
tumorale70. 
L’espressione aberrante delle RBP può anche essere il risultato di alterati meccanismi di 
controllo post-trascrizionali i quali coinvolgano RNA non codificanti o altre RBP. Il microRNA 
miR-328 interagisce e sequestra le RBP PCBP4 e hnRNPK ed in questo modo aumenta 
l’espressione di oncogeni come MYC e PIM171. Alcuni microRNA oncosoppressori come 
miR-34a, miR-101, miR-128 e miR-138 sopprimono l’espressione della RBP Musashi-1 (MSI-1) 
in glioblastoma e medulloblastoma72. L’mRNA di MSI-1 presenta una lunga coda al 3’ non 
tradotto contenente numerose sequenze ricche in AU e U, le quali possono venire legate da 
HuR che in questo modo stabilizza il trascritto mantenendo alti i livelli di espressione di 
MSI-173. 
Nei tumori la funzione delle RBP può essere modificata anche mediante delle modificazioni 
post-trascrizionali come fosforilazione, metilazione, acetilazione ed ubiquitinazione74. In vari 
tipi di cancro la funzione delle RBP viene modificata attraverso il legame covalente di gruppi 
funzionali o di altre proteine, ad esempio la fosforilazione della RBP hnRNPE1 mediata da TGF-
β/AKT2 attenua la sua attività soppressiva dei fenomeni invasivi e metastatici nel cancro 
mammario75. 
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La funzione principale delle RBP nel cancro è quella di sostenere la proliferazione cellulare 
alterando l’espressione di regolatori positivi e negativi di tale fenomeno. La RBP SAM68 regola 
l’espressione genica di numerosi oncogeni a livello post-trascrizionale attraverso lo splicing 
alternativo degli mRNA59,76,77. La fosforilazione di SAM68 ad opera di RAS/ERK promuove lo 
splicing dell’esone v5 dell’mRNA di CD44 stimolando così la proliferazione78, inoltre SAM68 
determina uno splicing alternativo della ciclina D1 nella sua isoforma D1b, reclutando alcuni 
componenti dello spliceosoma nel tumore della prostata77. Anche la RBP L1TD1 promuove la 
proliferazione cellulare ed il self-renewal, stabilizzando l’RNA di LIN28 e determinando così 
un’up-regolazione di OCT479. 
L’evasione dall’apoptosi rappresenta un altro importante meccanismo di sopravvivenza a 
stimoli extracellulari e farmaci citotossici per le cellule tumorali. Anche in questo processo 
alcune RBP giocano un ruolo cruciale regolando l’espressione di vari mRNA a livello post-
trascrizionale. eIF4E regola il livelli di espressione di proteine coinvolte nella sopravvivenza 
cellulare tra cui BCl2 e BCL-XL80. Anche le RBP della famiglia LARP sono coinvolte in fenomeni 
anti-apoptotici stabilizzando geni quali BCL2, BIK, BAX, MDM2 e XIAP81–83. L’espressione della 
RBP CELF1 è stata trovata aumentata nel carcinoma squamocellulare orale, essa previene la 
morte cellulare programmata promuovendo la progressione tumorale. Questa proteina 
interagisce con il 3’UTR degli mRNA di BAD, BAX e JunD destabilizzandoli e reprimendo 
l’apoptosi84. 
Il tessuto tumorale necessita della generazione di nuovi vasi sanguigni che possano apportare 
nutrienti ed ossigeno alla massa neoplastica in accrescimento. In questo processo è coinvolta 
una RBP, la RBP2, che incrementa i livelli di espressione di VEGF attraverso la soppressione 
degli mRNA di alcuni inibitori ciclina-dipendenti delle chinasi nel tumore dello stomaco85. 
Quando agiscono come promotori tumorali le RBP sono anche in grado di promuovere 
l’invasione e la metastatizzazione. Le RBP IGF2BPs sono altamente over-espresse in vari tipi 
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di cancro ed è stato dimostrato come siano in grado di favorire l’attività invasiva delle cellule 
tumorali attraverso la stabilizzazione degli mRNA di CD44, CD164 e MMP986,87. I loro mRNA 
target facilitano il processo di transizione epitelio-mesenchimale (EMT) e la formazione di 
invadopodi determinando l’infiltrazione e la degradazione della matrice extracellulare. È stato 
dimostrato come la RBP hnRNPE1 possa legare il 3’UTR di alcuni mRNA mediando in tal modo 
il processo di EMT indotto da TGFβ e promuovendo la formazione di metastasi.75 
Studi recenti hanno dimostrato come l’evasione dell’immuno sorveglianza sia un importante 
elemento caratteristico dello sviluppo tumorale. La RBP IGF2BP3 determina l’elusione della 
risposta immunitaria favorendo la degradazione di ULPB2 e MICB, entrambi i quali sono 
mediatori fondamentali nella risposta delle cellule natural killer88. 
L’RNA BINDING PROTEIN HUR 
HuR è una RNA-binding protein ubiquitariamente espressa della famiglia delle proteine ELAV 
(embryonic lethal, alterated vision), e rappresenta uno dei regolatori più studiati nella 
determinazione della sorte di ciascuna molecola di mRNA. HuR modula numerosi effetti 
cellulari legando migliaia di mRNA target, partecipando alla regolazione dello splicing, 
influenzando la stabilità dei trascritti e soprattutto modulandone la traduzione89. Negli ultimi 
anni sono stati individuate con precisione gli mRNA target di HuR ed è stato dimostrato come 
essa sia fondamentale anche per la regolazione di alter RBP90,91. HuR interagisce con I suoi 
mRNA target mediante sequenze ricche in uridina o adenosina/uridina (AREs) le quali sono 
più frequentemente presenti nelle regioni non codificanti del trascritto come gli introni o la 
regione al 3’non tradotto (UTR). In condizioni normali HuR si trova principalmente localizzata 
nel nucleo, ma può passare nel citoplasma dove modula il processamento degli mRNA. La 
traslocazione ed il sequestro di HuR nel citoplasma si verifica in condizioni di stress cellulare 
come nel caso di radiazioni UV, deplezione di nutrienti o shock termico92,93; in questo modo 
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essa può coordinare il turn-over di numerosi mRNA coinvolti nella risposta cellulare agli 
stress, al fine di assicurare la sopravvivenza della cellula94. HuR ha un ruolo cruciale anche 
nella proliferazione e sopravvivenza cellulare43, tuttavia in risposta a stress letali per la cellula, 
è in grado di promuovere l’apoptosi mediata da caspasi95, per questo motivo la sua attività è 
fondamentale per la regolazione di vie di segnalazione che mediano la morte o la 
sopravvivenza cellulare.  
 
Figura 3. Regolatori traduzionali e post-traduzionali di HuR. TTP: tristetraprolina; Akt: chinasi B; 
NF-κβ: Nuclear factor kappa β89. 
Il primo studio sulla regolazione genica di HuR fu portato a termine nel 2000 con l’isolamento 
e il sequenziamento della regione al 5’ del gene murino di HuR. Nel 2008 Kang et al hanno 
dimostrato che l’espressione di HuR è modulata dalla via di segnalazione che vede coinvolti 
la fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K), la proteina chinasi B (AKT) e NF-kB96, trovando un sito di 
legame per NF-kB a livello del promotore di HuR, a 133 basi dal sito di inizio della trascrizione 
del gene, sebbene non ne sia stata identificata l’esatta sequenza. Un secondo livello di 
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controllo dell’espressione di HuR è dovuto all’utilizzo di due siti alternativi di inizio della 
trascrizione presenti sul suo gene, posti approssimativamente 150 e 20 basi a monte della 
regione codificante97,98, i quali danno origine a due mRNA che differiscono al 5’, uno più lungo 
ricco in G e C avente la possibilità di dar vita a numerose strutture secondarie, e uno più corto 
ricco in A e T in grado di formare poche strutture secondarie. Normalmente i due siti di inizio 
della trascrizione vengono utilizzati con la stessa frequenza, ma in condizioni di stress può 
essere incrementato l’utilizzo di quello che produce l’mRNA più corto98. L’espressione di 
questi trascritti è regolata da siti di legame multipli per le proteine Smad 1/5/8, i quali si 
trovano al 5’del trascritto più lungo. Lo stress metabolico sembra quindi in grado di indurre 
l’espressione della forma più corta di mRNA di HuR la quale viene più rapidamente tradotta a 
proteina consentendole di attivare i processi di sopravvivenza cellulare89,99,100 (Figura 3). 
Il gene di HuR codifica per due varianti di siti di poliadenilazione le quali danno origine; una 
ad un mRNA più lungo e meno stabile in quanto contenente regioni funzionali ARE, l’altra ad 
un mRNA più corto e più stabile grazie alla mancanza di ARE101. HuR è in grado di regolare se 
stesso attraverso un meccanismo di feedback negativo, la forma nucleare di HuR infatti lega 
il suo stesso pre-mRNA aumentando la produzione della forma più lunga e meno stabile, in 
questo modo la sua concentrazione si mantiene costante in condizioni fisiologiche. Viceversa, 
in condizioni di stress, la traslocazione di HuR verso il citoplasma fa venire meno tale 
meccanismo di controllo e i suoi livelli di espressione aumentano102. In alcune circostanze HuR 
può anche fungere da regolatore positivo di se stesso facilitando l’esportazione del proprio 
mRNA dal nucleo al citoplasma103.  
Studi più recenti hanno dimostrato il coinvolgimento della RBP RNPC1 come mediatore della 
stabilità dell’RNA messaggero di HuR. Anche RNPC1 può legare i siti ARE e regolare la stabilità 
e la tradizione del trascritto, è stato dimostrato che RNPC1 interagisce con il 3’UTR dell’mRNA 
di HuR stabilizzandolo, tuttavia non è ancora del tutto chiaro se la sequenza riconosciuta sia 
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la stessa legata da HuR104. Anche la RBP tristetrapolina (TTP) è in grado di legare l’mRNA di 
HuR promuovendone la degradazione105, più in generale, la regolazione della stabilità del 
trascritto di HuR è mediate da siti di legame multipli per numerose RBP e la loro azione 
dipende dallo stato in cui si trova la cellula.  
 
Figura 4. Rappresentazione schematica della proteina HuR e dei suoi tre domini RRM. 
La proteina HuR è composta da 360 aminoacidi, ha un peso molecolare di circa 36 kDa e la 
sua struttura è caratterizzata da tre RNA recognition motif calssici (RRMs). HuR svolge la sua 
funzione di RBP riconoscendo e legando gli ARE di classe I e II presenti sui suoi mRNA target 
mediante l’interazione con i suoi RRM. I siti ARE mediano una rapida degradazione degli 
mRNA, costituendo così un importante meccanismo di regolazione post-trascrizionale 
dell’espressione genica; l’interazione di HuR a livello di tali siti determina quindi una 
stabilizzazione dell’mRNA con conseguente traduzione della proteina da esso codificata. Gli 
RRM 1 e 2 sono situati all’estremità N-terminale della proteina e mediano il legame selettivo 
agli elementi AREs, mentre l’RRM3 favorisce il legame con la coda di poli(A) degli mRNA target 
o di altri ligandi27,106. 
HuR è soggetta a più livelli di regolazione post-traduzionale, il primo dei quali riguarda la 
traslocazione della proteina dal nucleo verso il citoplasma. I livelli citoplasmatici di HuR e la 
possibilità di legare i suoi mRNA target sono sotto il controllo di fosforilazioni operate da 
chinasi diverse, come ChK2 (checkpoint kinase 2), CdK1, p38 e PKC32, inoltre , anche la 
metilazione di HuR mediata da CARM1 (co-activator-associated arginine methyltransferase 1) 
può modularne l’attività107. I meccanismi attraverso i quali HuR viene esportato dal nucleo al 
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citoplasma sono ancora oggetto di studio, una delle modalità attraverso la quale tale 
traslocazione si verifica coinvolge la regione di collegamento tra RRM2 e RRM3 nella quale è 
stato individuato un dominio di trasporto (HNS). Un altro meccanismo di traslocazione 
nucleocitoplasmatica di HuR avviene attraverso altri macchinari di trasporto, come le 
trasportine e il chromosome region maintenance 1108. 
 Numerosi stimoli di stress cellulare possono indurre il passaggio di HuR dal nucleo al 
citoplasma, tra questi troviamo l’esposizione alla radiazione ultravioletta (UVC), il 
lipopolisaccaride (LPS), composti chimici, alterazioni del microambiente, citochine, infezioni 
virali e trattamenti ormonali106 (Tabella 1). 
Tabella 1. Fattori esterni che regolano l’espressione e le funzioni di HuR 
Regolatori Effetto su HuR 
UVR Accumulo citoplasmatico ↑ 
Etanolo Accumulo citoplasmatico ↑ 
LPS Accumulo citoplasmatico ↑ 
SAHA Proteina ↓ 
Tamoxifene Accumulo citoplasmatico ↑ 
Gemcitabina Accumulo citoplasmatico ↑ 
Ossido Nitrico mRNA ↓, proteina ↓ 
Inibitore della HIV-proteasi Accumulo citoplasmatico ↑ 
Inibitore del proteosoma MG132 Accumulo citoplasmatico ↑ 
Ipossia Accumulo citoplasmatico ↑ 
Carenza di aminoacidi Accumulo citoplasmatico ↑ 
Sali biliari Accumulo citoplasmatico ↑ 
Siero Accumulo citoplasmatico ↑ 
Privazione di poliammine Accumulo citoplasmatico ↑ 
DHA Accumulo citoplasmatico ↑ 
Tè verde Accumulo citoplasmatico ↓ 
Estratto di Ginko-biloba Accumulo citoplasmatico ↓ 
KPS-A Accumulo citoplasmatico ↓ 
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Triptolide Accumulo citoplasmatico ↓ 
IL 1 β Accumulo citoplasmatico ↑ 
TNF α Accumulo citoplasmatico ↑ 
TGF β1 Accumulo citoplasmatico ↑ 
HPV Accumulo citoplasmatico ↑ 
Alphavirus Accumulo citoplasmatico ↑ 
ACTH Accumulo citoplasmatico ↑ 
Androgeni Accumulo citoplasmatico ↑ 
17-β Estradiolo Accumulo citoplasmatico ↑ 
 
I meccanismi di regolazione più importanti dei livelli proteici di HuR risultano tuttavia essere 
la sua degradazione e il suo taglio proteolitico; uno shock termico lieve è in grado di ridurre 
rapidamente la concentrazione di proteina senza alterare i livelli di mRNA né la sua 
traduzione. Questa diminuzione di HuR è stato dimostrato essere dovuta ad una proteolisi 
mediata da ubiquitina, in questo modo si ha un incremento della sopravvivenza cellulare 
come conseguenza dell’alterata stabilità degli mRNA target di HuR109. La degradazione di HuR 
mediata da proteolisi ubiquitina-dipendente è caratteristica anche delle cellule tumorali 
soggette ad inibizione della glicolisi, la quale rappresenta la principale chance di proliferazione 
in condizioni di scarse riserve energetiche cellulari110.  
Leggeri stress cellulari inducono un aumentata traslocazione di HuR dal nucleo verso il 
citoplasma dove può interagire con i propri mRNA target ed incrementare la sopravvivenza 
cellulare, viceversa, stimoli letali per la cellula, seppur favorendo comunque tale 
traslocazione, attivano anche il clivaggio di HuR, mediato da caspasi, una volta che l’RBP abbia 
raggiunto il citoplasma111. Inoltre, uno dei prodotti del taglio proteolitico di HuR, è stato 
dimostrato essere in grado di legare il 3’UTR di alcuni mRNA target inibendone la traduzione, 
come nel caso di c-myc o favorendone l’espressione come nel caso della caspasi 9, è evidente 
quindi che il clivaggio di HuR in condizioni di stimoli letali, determina un cambiamento della 
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sua funzione che passa da pro-proliferativa a pro-apoptotica84,95. Nella Tabella 2 sono elencati 
i principali regolatori endogeni che influenzano l’espressione e le funzioni di HuR ad oggi 
conosciuti.  
Tabella 2. Regolatori endogeni dell’espressione e delle funzioni di HuR106 
Regolatori Meccanismo Siti di legame Effetto su HuR 
NF-κβ Trascrizione Promotore HuR mRNA ↑ 
Smad Trascrizione Promotore HuR mRNA ↑ 
PKC α Fosforilazione S158, S221 
Legame dell’RNA ↑, Accumulo 
citoplasmatico ↑ 
PKC δ Fosforilazione S318, S221 
Legame all’RNA ↑, Accumulo 
citoplasmatico ↑ 
Cdk1 Fosforilazione S202 Accumulo citoplasmatico ↑ 
Chk2 Fosforilazione S88, S100, T118 Legame dell’RNA ↑ 
P38-MAPK Fosforilazione T118 Accumulo citoplasmatico 
PI3K-AKT Trascrizione Promotore 
Legame di p65/RelA al 




Importazione nucleare HuR ↑ 
miR-9 
Trascrizione Sconosciuto 
mRNA ↓, Proteina ↓ 
Post-trascrizionale 3UTR 
miR-200c Sconosciuto Sconosciuto Interazione HuR-mRNA ↓ 
miR-34a Post-trascrizionale 3UTR HuR mRNA ↓, Proteina HuR ↓ 
miR-16 Traduzione 3UTR Proteina ↓ 
miR-125a Traduzione 3UTR Proteina ↓ 
miR-519 Traduzione 3UTR Proteina ↓ 
CARM1 Metilazione R217 
Legame dell’RNA ↑, Accumulo 
citoplasmatico ↑ 
HuR 




Stabilità mRNA ↑ 
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Hu (B-D) Post-trascrizionale 
Sito di 
poliadenilazione 
Stabilità mRNA ↑ 
TTP Post-trascrizionale 3UTR Stabilità mRNA ↓ 
pp32 Interazione  Legame all’RNA ↓ 
RNP C1 Post-trascrizionale RRM, 3UTR 
Legame all’RNA ↑, Stabilità 
mRNA ↓ 
Mdm2 Ubiquitinizzazione K283, K313, K326 Stabilità proteina ↑ 
Hsf1 Sconosciuto  Proteina ↑ 
 
Il gene ELAVL1 codificante per HuR è situato sul cromosoma 19p13.2, una regione 
frequentemente correlata con varie traslocazioni e mutazione oncogeniche come quelle che 
coinvolgono i geni del recettore delle cellule T112, della dinamina 2113 e di molecole coinvolte 
nell’adesione intracellulare114. Numerosi studi basati su tecniche di immunoistochimica, 
RT-PCR e Western blot, hanno confermato come in vari tipi di cancro i livelli citoplasmatici di 
HuR risultino particolarmente elevati106. Studi clinici hanno dimostrato, inoltre, che la 
presenza di cellule di tumore mammario con elevati livelli citoplasmatici di HuR appare 
correlata con le dimensioni del tumore, con recettori per estrogeni e progesterone negativi e 
con un più alto grado di malattia115,116. Risultati simili sono stati ottenuti anche per il tumore 
della cervice uterina117 e per il carcinoma polmonare non a piccole cellule118; per entrambi 
HuR è stata correlata sia con lo stadio che con il grado della patologia tumorale. 
Lo stato di espressione di HuR nelle neoplasie maligne è apparentemente correlato con la sua 
espressione nei tessuti normali e nelle lesioni pretumorali. I tessuti normali, le lesioni 
precancerose ed il tessuto tumorale mostrano profili di espressione di HuR distintivi, ad 
esempio la comparazione tra lesioni pre-tumorali a basso e alto grado indotte da HPV e 
tumore della cervice, mostra un aumento dell’espressione di tutte le RBP nelle lesioni 
neoplastiche119–121. Questi dati dimostrano come la traslocazione di HuR dal nucleo al 
citoplasma, così come la sua presenza nel citoplasma, siano fondamentali per lo svolgimento 
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delle sue funzioni in numerosi tipi di cancro. Il meccanismo con il quale HuR media la 
carcinogenesi non è stato ancora del tutto chiarito, tuttavia la sua azione stabilizzante 
esercitata su numerosi mRNA è necessaria per lo sviluppo tumorale106. 
Un importante fattore legato alla carcinogenesi è rappresentato dalla ciclossigenasi 2 (COX-2), 
un enzima inducibile coinvolto nella sintesi delle prostaglandine le quali sono state 
largamente studiate in relazione al fatto che HuR regoli la loro espressione aberrante 
specialmente nel tumore dello stomaco e nel cancro del colon-retto. Tali studi mostrano una 
differenza significativa dello stato di espressione di COX-2 e HuR tra lo stadio precoce del 
tumore dello stomaco e la fase avanzata della neoplasia122, una differenza simile a quella 
rinvenuta tra epitelio normale, neoplasia prostatica intraepiteliale e carcinoma della 
prostata119. L’aumento della localizzazione citoplasmatica di HuR è stato osservato nel 76% 
degli adenomi e nel 94% degli adenocarcinomi, mentre nei tessuti normali i livelli di HuR erano 
molto bassi, risultati simili sono stati ottenuti in altri tipi di cancro. HuR compete con TTP per 
il legame con l’mRNA di COX-2, di conseguenza un aumento dell’espressione di HuR o della 
sua concentrazione citoplasmatica alterano tale equilibrio portando ad un’espressione 
aberrante di COX2 durante la tumorigenesi123.  
HuR riconosce tra gli altri mRNA di oncogeni, cicline, chinasi ciclina-dipendenti, 
metiltransferasi, fattori infiammatori e fattori pro-apoptotici106, inoltre è anche responsabile 




HuR nelle neoplasie 
Le cellule tumorali possono promuovere la crescita di vasi e l’angiogenesi con diversi 
meccanismi, l’angiogenesi a sua volta contribuisce alla crescita della massa tumorale e 
favorisce l’ingresso nella circolazione sanguigna delle cellule neoplastiche. Il fattore di crescita 
endotelilale A (VEGF-A), l’interlochina 8 (IL-8), HIF-α e COX2 hanno un ruolo predominante 
nel controllo dei processi che regolano la costruzione di nuovi vasi126, questi fattori sono a 
loro volta regolati principalmente a livello post-trascrizionale. Numerosi studi clinici hanno 
dimostrato una correlazione positiva tra un accumulo citoplasmatico di HuR e l’espressione 
di VEGF-A127, VEGF-C128, COX-2129 e IL-8130 in campioni tumorali, inoltre un aumento dei livelli 
citoplasmatici di HuR è stato correlato anche con un aumento della densità dei microvasi118. 
Le cellule tumorali sono in grado di invadere i tessuti adiacenti così come di entrare nella 
circolazione periferica in modo da raggiungere e proliferare in organi distanti dal tumore 
primitivo, soprattutto a livello di polmoni, fegato, ossa e cervello. Studi clinici hanno 
dimostrato che l’aumento della concentrazione citoplasmatica di HuR è associata alla 
presenza di metastasi linfonodali nel tumore non a piccole cellule del polmone128 e nel 
carcinoma del colon131; inoltre tale aumento mostra una correlazione anche con 
l’avanzamento della malattia116. 
HuR favorisce l’invasione metastatica regolando l’espressione di geni coinvolti nei processi 
invasive come uPA132 e il suo recettore e Snail133, un fattore di regolazione fondamentale nella 
modulazione della transizione epitelio-mesenchimale. Oltre a fattori intracellulari HuR regola 
l’aggressività tumorale anche mediante il controllo di proteine extracellulari come nel caso 
della metallo-proteinasi 9 (MMP-9), la quale risulta sotto il controllo di questa RBP134. 
Recentemente è stato dimostrato il coinvolgimento di HuR nello sviluppo della resistenza ai 
chemioterapici osservata in alcuni tipi di tumore. Ad esempio, nella linea cellulare di tumore 
mammario MCF-7, l’aumento della concentrazione citoplasmatica di HuR è stato proposto 
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come un fattore cruciale per l’acquisizione della resistenza al tamoxifene; HuR è infatti in 
grado di stabilizzare mRNA di proteine coinvolte nella farmaco-resistenza e nella successiva 
attivazione delle vie di segnalazione delle MAPK e JNK135. L’attività di HuR è inoltre un fattore 
che partecipa allo sviluppo della resistenza a farmaci anche nel glioma, attraverso 
l’aumentata espressione di BCL-2136, un’azione simile viene svolta anche nel tumore dello 
stomaco, del pancreas e del polmone, mediata probabilmente da un’aumentata espressione 
della tubulina beta-3 (TUBB3)137,138. 
HuR ha un ruolo anche nella regolazione delle sensibilità a farmaci. Costantino et al. hanno 
dimostrato come HuR medi l’efficacia della gemcitabina attraverso la stabilizzazione 
dell’mRNA di un enzima fondamentale nel suo metabolismo, la deossicitidina chinasi. Una 
maggior espressione di tale enzima favorisce l’attivazione della gemcitabina che viene 
metabolizzata nelle forme attive di- o tri-fosfato139. Latorre et al. hanno studiato il ruolo di 
HuR durante la risposta cellulare alla doxorubicina. I loro risultati hanno dimostrato che 
cellule MCF-7 doxorubicina-resistenti mostrano aumentati livelli di espressione del 
trasportatore di membrana ABCG2 e una down-regolazione di HuR140. 
L’inibizione di HuR 
Come fin qui argomentato, HuR risulta essere deregolata in numerosi tipi di cancro, attraverso 
meccanismi vari che coinvolgono sia alterazioni geniche che epigenetiche, mediate da RNA 
non codificanti e modificazioni post-traduzionali. Tale alterata regolazione finisce per 
influenzare ogni singolo step dello sviluppo e della progressione tumorale, favorendo la 
proliferazione cellulare, la resistenza all’apoptosi, l’evasione dal sistema immunitario, 
l’angiogenesi, la capacità metastatica e la resistenza al trattamento con farmaci anticancro. 
Risulta quindi chiaro come HuR debba essere considerato un promettente bersaglio nella 
terapia di diversi tipi di tumore. A tale scopo sono stati testati alcuni metodi di inibizione 
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dell’attività di tale RBP, sia utilizzando siRNA, sia testando piccole molecole con funzione 
inibitoria, con lo scopo di ridurre l’affinità di legame tra HuR e i suoi mRNA target. 
Alcuni studi hanno utilizzato molecole liposomiali contenenti oligonucleotidi antisenso 
specifici per HuR e legate con il recettore della transferrina o del folato. In questo modo è 
stato possibile dimostrare come l’inibizione di HuR induca una riduzione della vitalità 
cellulare, della migrazione e dell’invasività di cellule tumorali di tumore del polmone141,142. 
Wu et al hanno messo a punto un sistema ad alto rendimento per la selezione e 
l’identificazione di numerosi nuovi composti in grado di distruggere il legame tra HuR e i 
propri mRNA bersaglio. Questi composti sono in grado di bloccare il legame HuR-mRNA a 
basse concentrazioni, in tal modo possono essere utilizzati come trattamenti terapeutici in 
tumori che mostrino un aumento dell’espressione o dell’attività di HuR143. 
Nonostante molti ricercatori abbiano tentato di sviluppare metodi di inibizione di HuR, i 
successi sono stati limitati soprattutto a causa delle difficoltà nello sviluppare un trattamento 
specifico contro HuR o che possa specificatamente inibire la sua interazione con gli mRNA 
target58. 
Un’alternativa è quella di inibire gli effettori a valle di HuR come ad esempio MYC, il cui mRNA 
viene legato e stabilizzato da HuR e che a sua volta è in grado di regolare i livelli di HuR144,145. 
Poiché MYC gioca un ruolo fondamentale nella progressione tumorale di numerosi tipi di 
cancro, quella di bloccare l’attività oncogenica di HuR attraverso l’inibizione dell’espressione 
o dell’attività del suo target MYC, sembra essere una buona strategia. Molecole come i-BET, 
JQ1 e MMS417 si sono dimostrate essere dei repressori trascrizionali di MYC in grado di 
ridurre la progressione tumorale146,147. 
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I TUMORI TIROIDEI 
Pur essendo una patologia neoplastica poco diffusa (circa l’1% di tutti i tumori umani), il 
cancro della tiroide rappresenta la più frequente neoplasia endocrina e la sua incidenza è in 
aumento negli ultimi decenni148,149. Tale aumento può essere parzialmente spiegato con un 
incremento nelle diagnosi dovuto ai miglioramenti nell’utilizzo dell’ecografia come strumento 
diagnostico, tuttavia, poiché gran parte dei nuovi casi sono rappresentati da tumori 
differenziati e di grandezza variabile, la sovra-diagnosi non può essere l’unica spiegazione di 
tale fenomeno, rendendo necessario un approfondimento circa nuovi fattori di rischio 
emergenti150. I fattori di rischio del tumore tiroideo noti sono le radiazioni ionizzanti, la 
carenza di iodio e una storia familiare predisponente151,152. Recentemente a questi sono stati 
associati anche fattori di rischio ambientali e modificazioni nello stile di vita, i quali possono 
spiegare il recente incremento di questo tipo di tumori153.  
Il sintomo più frequente del tumore tiroideo è rappresentato dalla comparsa di tumefazioni 
o noduli ghiandolari, tuttavia tali condizioni non sempre sono legate ad una neoplasia 
tiroidea, ma più spesso sono dovute ad un’iperplasia benigna, basti pensare che soltanto nel 
5% dei casi i noduli sono associati alla presenza di un tumore. 
Il tumore tiroideo origina da cellule epiteliali e viene classificato in 4 gruppi principali: 
1) Carcinoma tiroideo papillifero (PTC) 
2) Carcinoma tiroideo follicolare (FTC) 
3) Carcinoma tiroideo indifferenziato (PDTC) 
4) Carcinoma tiroideo anaplastico (ATC) 
Il carcinoma follicolare (FTC)(15% dei casi) e il carcinoma papillifero (PTC)(80% dei casi) 
originano entrambi da cellule follicolari e sono anche definiti come carcinomi differenziati, 
dallo stesso tipo di cellule originano anche il carcinoma anaplastico (ATC)(2% dei casi) e il 
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cancro a cellule di Hurtle (HCC, 3% dei casi), un sottotipo che seppur compreso nei follicolari, 
viene spesso classificato a parte a causa di un aspetto istologico caratteristico e di una scarsa 
responsività alle terapie standard. Il carcinoma tiroideo midollare (MTC) si differenzia dagli 
altri in quanto origina da cellule tiroidee parafollicolari154.  
Il carcinoma papillifero è il tumore tiroideo più frequente, nonché quello caratterizzato da 
una migliore prognosi, in particolare quando al momento della diagnosi non vi sia ancora 
presenza di metastasi. A livello istologico i PTC solitamente non presentano capsula e 
nonostante tendano a rimanere localizzati possono dare metastasi ai linfonodi adiacenti la 
lesione. In questo tipo di tumore le cellule cancerose crescono raccolte attorno ad un nucleo 
di tipo fibrovascolare formando così strutture papillifere e follicolari. 
 
Figura 5. Sezione istologica di carcinoma papillifero tiroideo (E/E) 
(http://www.pathologyoutlines.com). 
Il tumore papillifero può presentare anche delle alterazioni nucleari a livello delle cellule 
neoplastiche; nel 20% dei casi infatti si possono osservare foci multipli distribuiti nel 
parenchima ghiandolare. 
Il carcinoma follicolare ha origine dallo stesso tipo cellulare del PTC, e può essere o meno 
circondato da capsula, la quale non rappresenta comunque una barriera efficace per le cellule 
tumorali che possono invaderla metastatizzando poi per via ematica in distretti lontani come 
32 
polmoni e ossa. Istologicamente presenta delle strutture follicolari molto ben definite e di 
norma è caratterizzato dalla presenza di noduli solitari di dimensioni superiori a quelli del PTC. 
 
Figura 6. Sezione istologica di carcinoma tiroideo follicolare (http://www.aipvet.it). 
Sia PTC che FTC sono caratterizzati da una crescita piuttosto lenta e da una buona prognosi, 
infatti la sopravvivenza a 5 anni è del 98% per questo tipo di tumori. Anche per quanto 
riguarda i MTC, tumori che spesso mostrano caratteristiche neuroendocrine, la prognosi 
risulta spesso favorevole, con una sopravvivenza a 10 anni che raggiunge il 75%155–157. Questo 
tipo di tumore origina dalle cellule parafollicolari o cellule C calcitonina-secernenti; le cellule 
neoplastiche mostrano una maggior secrezione di calcitonina, per tale motivo il dosaggio di 
questo ormone rappresenta un classico marker tumorale. 
 
Figura 7. Sezione istologica di carcinoma midollare della tiroide (MTC)(E/E) 
(http://pathologyoutlines.com/topic/thyroidmedullary.html 
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 Il tumore midollare ha origine sporadica nella maggior parte dei casi (80%) tuttavia può avere 
anche una base ereditaria in circa il 20% dei casi. La forma ereditaria viene trasmessa in modo 
autosomico dominante a seguito di mutazioni germinali a carico del protooncogene RET 
codificante per un recettore tirosin-chinasico. Il carcinoma midollare familiare della tiroide 
(FMTC) può manifestarsi singolarmente o in presenza della sindrome endocrina multipla di 
tipo 2 (MEN 2). 
Il carcinoma anaplastico della tiroide (ATC) 
Il carcinoma anaplastico della tiroide rappresenta l’1-2% di tutti i tumori tiroidei, anche se a 
causa della sua rarità, la sua reale incidenza non è nota, sebbene sia stato riportato essere più 
elevata in Europa piuttosto che negli USA158. Attualmente la sua incidenza è stimata essere di 
circa 1-2 casi ogni milione di persone ogni anno, con un picco durante la sesta e settima 
decade di vita, infatti la maggior parte dei pazienti ha più di 50 anni159. Nonostante il 
carcinoma anaplastico sia molto raro e rappresenti meno del 2% delle neoplasia tiroidee, è 
responsabile del 14-39%160 di tutti i decessi associati ai tumori della tiroide, con una 
sopravvivenza media che si attesta a soli 5-6 mesi e con soltanto il 1015% di pazienti che 
arrivano al secondo anno dopo la sua insorgenza161. Sebbene il numero di carcinomi tiroidei 
differenziati sia in costante aumento negli ultimi 20 anni, l’incidenza dell’ATC parrebbe essere 
diminuita, ciò appare essere dovuto sia alla diagnosi precoce di piccoli tumori della tiroide 
resa possibile dalla diffusione dell’ecografia come strumento diagnostico, sia all’aumento dei 
livelli di iodio assunti con la dieta, il quale ha ridotto l’incidenza del gozzo, a sua volta correlato 
all’ATC162. La riduzione dell’incidenza di tale neoplasia può essere spiegata inoltre con i 
miglioramenti delle tecniche di immunoistochimica che hanno reso possibile la 
riclassificazione di molti casi di ATC come linfomi o carcinomi midollari tiroidei scarsamente 
differenziati163. 
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Tutti i casi di ATC vengono classificati come tumori di stadio T4, suddivisi poi in ulteriori 
sottostadi: 
- IVA (T4a): i tumori sono intra-tiroidei senza coinvolgimento dei linfonodi né metastasi 
a distanza (N0 e M0). 
- IVB (T4b): il tumore primario mostra una grande estensione extra-tiroidea con 
coinvolgimento dei linfonodi ma senza metastasi a distanza. 
- IVC (T4c): i pazienti mostrano metastasi a distanza (M1). 
Tra i fattori di rischio per il carcinoma anaplastico della tiroide sono riportati un’età maggiore 
di 65 anni, l’esposizione del collo e del petto a radiazioni e la presenza per un lungo periodo 
di gozzo. Sono fattori prognostici avversi un’età maggiore di 60 anni, sesso maschile e il 
coinvolgimento della regione extra-tiroidea da parte del tumore, infatti donne al di sotto dei 
65 anni con tumori piccoli e senza metastasi a distanza mostrano una prognosi favorevole164. 
I sintomi più frequenti di ATC sono localizzati e dovuti alla compressione meccanica esercitata 
dalla massa in accrescimento come raucedine, dolore cervicale, disfagia, dispnea e stridore. 
Circa il 97% dei pazienti presenta un rapido ingrossamento della massa tiroidea che può 
andare dai 3 fino ai 20 cm per quanto riguarda le dimensioni, mentre tende a raddoppiare in 
volume ogni settimana. I linfonodi cervicali sono interessati in circa il 40% dei pazienti, così 
come le altre strutture anatomiche adiacenti risultano spesso invase dal tumore, come nel 
caso di muscoli (65%), trachea (46%) esofago (44%) e laringe (13%) (fig). 
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Figura 8. Sezione assiale di una TAC con contrasto in paziente con ATC. E’evidente la grande massa 
tumorale che coinvolge musoli ed esofaga, la freccia indica la trachea compressa e dislocata. 
Molinaro et al, Nature Reviews Endocrinology, 2017 
I sintomi sistemici comprendono anoressia e perdita di peso, spesso sono presenti anche 
difficoltà respiratorie, relate alla presenza di metastasi polmonare. Metastasi a distanza 
vengono riscontrate nel 50% dei pazienti al momento della diagnosi, mentre circa il 25% dei 
pazienti sviluppa metastasi nel corso della malattia. L’organo più comunemente interessato 
risulta essere il polmone (nell’80% dei casi), seguito dalle ossa (6-16%) e dal cervello (5-13%). 
La rapidissima progressione locale dell’ATC comporta il soffocamento come prima causa di 
morte nei pazienti affetti165,166. 
L’istopalogia dell’ATC varia da paziente a paziente e spesso anche a livello intra-tumorale, 
questi tumori generalmente contengono un insieme eterogeneo di cellule fusate, cellule 
epitelioidi e cellule giganti pleomorfiche, il che complica notevolmente la diagnosi (fig). 
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Figura 9. Colorazione con ematossilina ed eosina di diversi patterns istologici di carcinoma anaplastico 
della tiroide. A) Cellule neoplastiche fusate e pleomorfiche giganti (le frecce indicano un’inflitrazione 
linfocitaria nello stroma). B) cellule neoplastiche pleomorfiche gigantic. Molinaro et al, Nature 
Reviews Endocrinology, 2017. 
Nell’ATC l’immunoistochimica viene comunemente utilizzata per stabilirne il grado di 
differenziazione epiteliale, tuttavia l’assenza di immunoreattività per markers epiteliali non 
esclude la diagnosi di ATC. I più comuni markers epiteliali positivi sono gli anticorpi diretti 
contro le citocheratine a basso peso molecolare, come CAM, anticorpo che riconosce le 
citocheratine 8, 18 e 19.  
La tiroglobulina è una molecola importante per lo stoccaggio dello iodio, nonché il substrato 
per la produzione degli ormoni tiroidei T3 e T4; essa viene prodotta e secreta esclusivamente 
dalle cellule tiroidee. L'immunoreattività della tiroglobulina negli ATC è ancora controversa, 
la sua positività varia infatti dallo 0 al 50% ed è spesso caratterizzata da una positività debole 
ed ambigua167. L’interpretazione della colorazione con anticorpi anti-tiroglobulina può essere 
errata a causa della presenza di cellule non neoplastiche “sequestrate” a livello del fronte 
invasive. I follicoli rimasti inclusi nel fronte del tumore secernono tiroglobulina che diffonde 
poi nel citoplasma delle cellule neoplastiche dando così una falsa positività168. 
Un altro marker di differenziamento tiroideo è il fattore di trascrizione tiroideo (TTF1), esso 
si trova nel nucleo delle cellule follicolari tiroidee dove regola l’espressione genica di 
37 
tiroglobulina, tiroperossidasi (TPO), recettore del TSH (TSHR) e NIS. La sua valenza come 
marker di differenziamento è dovuta al fatto che solo raramente si trova espresso in ATC. 
Risulta molto importante distinguere un ATC da un carcinoma tiroideo scarsamente 
differenziato (PDTC) in quanto l’approccio terapeutico e le probabilità di sopravvivenza sono 
sostanzialmente differenti per questi diversi tipi di tumore. Il PDTC è considerato l’anello di 
congiunzione tra i carcinomi differenziati e gli ATC sia a livello morfologico che di aggressività. 
Rispetto all’ATC il PDTC mostra una popolazione cellulare più omogenea mentre non mostra 
pleomorfismo, inoltre la necrosi appare meno estesa e più localizzata in piccole aree rispetto 
ad una sua più vasta ed omogenea distribuzione riscontrabile negli ATC. 
La teoria del passaggio da carcinomi differenziati ad ATC attraverso il passaggio per PDTC 
viene confermata a livello immunoistochimico, con cheratine, tiroglobulina e TTF1 che sono 
largamente espressi nei tumori ben differenziati, meno espressi nei PDTC e del tutto assenti 
(soprattutto tiroglobulina e TTF1) negli ATC164. 
La progressione tumorale degli ATC viene attribuita ad un de-differenziamento progressivo a 
partire da lesioni tipiche di carcinomi tiroidei differenziati169. Tale ipotesi è supportata dal 
fatto che mutazioni riguardanti i geni BRAF, NRAS e HRAS e che hanno una frequenza di circa 
il 60%, 8.5% e 3.5% rispettivamente, nei tumori differenziati, si trovano più frequentemente 
in ATC che contengono aree tumorali di carcinomi differenziati piuttosto che in ATC che non 
le contengano. La mutazione BRAFV600E è stata riscontrata in entrambe le componenti (ATC 
e DTC) dello stesso tumore, il che la rende un’alterazione avente un ruolo importante nello 
sviluppo di un ATC a partire da un preesistente DTC. In tal senso è ipotizzabile che il processo 
di de-differenziamento sia dovuto al probabile accumulo di mutazioni somatiche in geni 
coinvolti nello sviluppo tumorale come ad esempio TP53 e altri geni codificanti per proteine 
coinvolte nella via di segnalazione della fosfatidil-inositolo 3 chinasi-AKT (PI3K-AKT)170. 
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Negli ultimi anni alcuni studi hanno utilizzato un approccio di seuenziamento di nuova 
generazione (Next-Generation Sequencing, NGS) per descrivere lo scenario genomico e 
trascrizionale degli ATC, in questo modo è stato possibile dimostrare che questo tipo di 
carcinomi sono caratterizzati dall’accumulo di numerose alterazioni oncogeniche171–173 
(Tabella 3). 
Il gene più frequentemente mutato in ATC è TERT, il quale codifica per la trascrittasi inversa 
facente parte del complesso della telomerasi e che risulta essere altamente espressa nella 
maggior parte dei tumori umani. Le mutazioni coinvolgono la regione del promotore e 
risultano spesso associate ad altre alterazioni geniche. Un’altra alterazione fondamentale 
negli ATC risulta essere l’inattivazione di TP53, la quale ricorre più frequentemente nei casi 
BRAF-positivi. Quando un tumore tiroideo presenta sia una regione istologica differenziata 
che una non differenziata, le mutazioni su TP53 sono localizzate alla regione non differenziata, 
questo rafforza l’idea che l’inattivazione di TP53 sia un passaggio chiave nell’evoluzione da 
DTC a ATC174. 
Un’altra mutazione coinvolta nello sviluppo di ATC è quella a carico del gene EIF1AX che risulta 
implicato nell’inizio della traduzione eucariotica. Anche in questo caso mutazioni di EIF1AX 
sono correlate alla progressione da DTC (in particolare carcinoma follicolare) ad ATC in virtù 
del fatto che tali mutazioni sono strettamente legate a quelle riguardanti il gene RAS171. 
La rapidità che caratterizza la progressione degli ATC richiede un immediato coinvolgimento 
multidisciplinare che comprenda chirurghi, radioterapisti, oncologi ed endocrinologi. Le 
opzioni terapeutiche utilizzabili sono la chirurgia, la radioterapia e/o la chemioterapia; un 
approccio intensivo che preveda la resezione chirurgica, la sensibilizzazione radioterapica e 
una chemioterapia adiuvante sembrano in grado di migliorare il controllo locale del tumore e 
la sopravvivenza in pazienti aventi ATC localizzati e confinati ad una piccola regione della 
tiroide.  
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Tabella 3. Alterazioni molecolari identificate in ATC. (ND: non individuato, SNV: variante a singolo 




Tuttavia questo tipo di approccio è stato dimostrato essere inefficace in pazienti con forme 
di ATC avanzate e metastatiche (stadio IVC)165, i quali ricevono i maggior benefici da cure 
palliative, le quali rimangono il principale metodo di gestione clinica in caso di ATC161. La 
resezione chirurgica, quando possibile, deve avere l’obiettivo di rimuovere 
macroscopicamente il tumore e permettere una pulizia microscopica dei margini, una 
effettiva resezione curativa si traduce in una sopravvivenza media di 43 mesi contro i 3,3 mesi 
nel caso di resezione chirurgica palliativa o nel caso di chemioterapia e radioterapia175. 
La radioterapia esterna (sia con regime standard che iperfrazionato) riduce sia la morbilità 
che la mortalità dovute a complicazioni regionali come il soffocamento, favorisce il ritardo 
nella ricorrenza locale e previene l’ostruzione toracica. Tuttavia i suoi effetti benefici sono 
localizzati alla zona del tumore e non sono in grado di modificare i rischi di mortalità nei 
pazienti, è comunque utile in associazione a chirurgia e chemioterapia nel prolungare la 
sopravvivenza a breve termine in alcuni pazienti175. La radioterapia iperfrazionata (in cui la 
dose totale di radiazioni viene suddivisa in dosi più piccole ed il trattamento viene ripetuto 
più volte al giorno) con una dose di radiazioni media di 45-50 Gy è stato dimostrato facilitare 
la resezione chirurgica radicale176. 
Per quanto riguarda la chemioterapia, le classi di agenti più efficaci nel trattamento degli ATC 
sono i tassani (Paclitaxel e Docetaxel), le antracicline (Doxorubicina) e i sali di platino 
(Cisplatino e Carboplatino). La Doxorubicina ha rappresentato il trattamento principale, 
sebbene non sia in grado di superare il 20% di risposta nei pazienti con ATC in stadio avanzato 
(IVB) quando usata da sola177. Il suo utilizzo in combinazione con i tassani o i Sali di platino ha 
invece dimostrato essere maggiormente efficace nel ridurre la massa tumorale, ed in 
particolare quando utilizzata in combinazione con il cisplatino, trattamento combinato che ha 
infatti rappresentato la chemioterapia standard per pazienti con ATC per molti anni. 
Attualmente viene utilizzato anche un approccio terapeutico che prevede la sola 
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somministrazione di Paclitaxel  e che ha mostrato un’efficacia paragonabile ai trattamenti con 
combinazioni di farmaci178. 
Nonostante gli sforzi fatti nella ricerca di nuovi agenti chemioterapici o di nuove combinazioni 
di farmaci in grado di modulare la progressione degli ATC, non sono stati ancora ottenuti 
risultati clinici significativi, per tale motivo è necessaria un’ulteriore ricerca di nuovi agenti 
chemioterapici in grado di migliorare la sopravvivenza dei pazienti affetti da ATC. 
HuR IN TIROIDE 
L’RNA binding protein HuR risulta essere un importante attore nel complesso processo di 
tumorigenesi, infatti è stato dimostrato essere deregolata in numerose tipologie di tumori 
umani. 
Nel 2016, Baldan et al., hanno valutato l’espressione e la delocalizzazione di HuR nei tumori 
tiroidei attraverso un’analisi istologica di tessuti tiroidei tumorali e non179. Attraverso questo 
studio è stato dimostrato come la proteina HuR fosse localizzata prevalentemente a livello 
nucleare in entrambe le tipologie di tessuto, siano essi sani o tumorali e come a livello 
quantitativo HuR fosse maggiormente espressa nei tessuti tumorali rispetto a quelli sani 
(Figura 10). Inoltre, in tutti i campioni di tumori tiroidei maligni si riscontrava un incremento 
significativo della frazione citoplasmatica di HuR, in particolare nei PTCs dove essa risultava 5 
volte più espressa rispetto ai tessuti normali nonostante una forte eterogeneità tipica di 
questo tipo di neoplasie. In questo modo è stato quindi dimostrato come anche nei tumori 
tiroidei vi sia un’over-espressione di HuR e una sua delocalizzazione citoplasmatica, 





Figura 10. Espressione di HuR nei tumori tiroidei. Pannello A: immagini rappresentative 
dell’espressione di HuR in tessuto tiroideo normale, FAs, PTCs, FTCs e ATCs. Pannello B: 
quantificazione dell’espressione di HuR nei tessuti normali e tumorali di tiroide ottenuta mediante IHC 
score. I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001 
calcolato mediante one-way ANOVA. 
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SCOPO DELLA TESI 
Il controllo dell’espressione genica è un meccanismo fondamentale con il quale le cellule sono 
in grado di rispondere agli stimoli provenienti dal microambiente. Uno dei più importanti step 
di regolazione di tale processo è la regolazione post-trascrizionale, esercitata dalla cellula sugli 
mRNA appena trascritti. Le RNA binding proteins sono attori chiave di questo complicato 
meccanismo di regolazione, attraverso la loro interazione con gli mRNA la quale ne determina 
tra gli altri, localizzazione sub-cellulare, stabilità, splicing e livelli di traduzione.  
È ormai ben noto come una loro alterata espressione, così come modificazioni della loro 
attività, si riscontrino in numerosi tipi di tumore umani, e tra tutte, una delle RNA binding 
proteins maggiormente coinvolta nello sviluppo delle neoplasie risulta essere HuR. 
In questo progetto di dottorato abbiamo voluto studiare gli effetti dell’espressione e 
dell’attività di HuR in un modello di tumore anaplastico tiroideo. A questo scopo abbiamo 
silenziato mediante siRNA l’espressione di questa proteina valutandone gli effetti sia in 
termini di vitalità e sopravvivenza cellulare, sia in termini di aggressività cellulare. 
Avendo dimostrato per la prima volta come HuR abbia un ruolo fondamentale nello sviluppo 
di un tumore così aggressivo come quello anaplastico tiroideo, ci siamo focalizzati sullo studio 
di una sua possibile strategia di inibizione farmacologica. Per questo motivo abbiamo valutato 
gli effetti del trattamento con CMLD-2, un inibitore di HuR di recente messa a punto, su linee 
cellulari di tumore tiroideo.  
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MATERIALI E METODI 
Colture cellulari  
In questo studio sono state utilizzate le linee cellulari umane BCPAP e K1, derivanti da 
carcinoma tiroideo papillifero; SW1736 e 8505C, derivanti da carcinoma anaplastico, e le 
Nthy-ori-3.1, una linea immortalizzata di epitelio follicolare tiroideo. Tutte le linee cellulari 
utilizzate in questa tesi sono state validate mediante l’analisi dei microsatelliti (STR – short 
tandem repeats). È stata inoltre verificata, mediante PCR, l’assenza di contaminazione da 
micoplasma. Le linee cellulari sono state cresciute in RPMI-1640 o DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle Medium) addizionati con 10% di siero bovino fetale (FBS), glucosio 4.5 g/L, L-
glutammina 4 mM e gentamicina (50 mgr/ml). Le cellule sono state cresciute a 37°C in 
atmosfera al 5% di CO2.  
Preparazione di estratti proteici 
L’estrazione delle proteine totali delle cellule Nthy-ori-3.1, BCPAP, K1, SW1736 e 8505C è 
stata effettuata lisando il pellet cellulare con Total lysis buffer (Tris-HCl pH 7.6 50 mM, NaCl 
150 mM, NP-40 1%, Sodio Deossicolico 0.5%, SDS 0.1%) addizionato con PMSF (Sigma) e un 
cocktail di inibitori delle proteasi. Il lisato è stato centrifugato a 14000g per 10 minuti. Il 
surnatante è stato raccolto e quantizzato mediante saggio di Bradford (Bio-Rad). 
L’estrazione delle proteine citosoliche e nucleari delle linee cellulari SW1736 e 8505C è stata 
effettuata utilizzando due tamponi a diversa forza ionica. Il tampone T1 (HEPES pH 7.9 10 
mM, KCl 10 mM, MgCl2 0.1 mM, EDTA pH 8 0.1 mM) è un buffer ipo-osmotico che induce il 
rigonfiamento delle cellule fino alla rottura della membrana plasmatica, con conseguente 
rilascio in soluzione delle proteine citoplasmatiche. La membrana plasmatica e i nuclei sono 
stati fatti sedimentare sottoponendo il lisato cellulare a centrifugazione a 800g per 10 minuti. 
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Il surnatante contenete le proteine citoplasmatiche è stato raccolto, mentre il pellet è stato 
risospeso, incubato per 30 minuti con il tampone ipertonico T2 (HEPES pH 7.9 20 mM, NaCl 
420 mM, MgCl2 1.5 mM, EDTA pH 8 0.1 mM, glicerolo 5%) e sottoposto a centrifugazione a 
15000g per 20 minuti. Il surnatante contenete le proteine nucleari è stato raccolto e 
quantizzato mediante saggio di Bradford (Bio-Rad). 
Western Blot 
Gli estratti proteici sono stati separati mediante elettroforesi su gel di acrilammide con sodio 
dodecilsolfato (SDS-PAGE). 
Il “gel di compattazione” (stacking gel) è un gel di poliacrilammide al 4% p/v in acrilammide, 
Tris-HCl 125 mM, pH 6.8, SDS 0.1% p/v. Il “gel di separazione” (running gel) è costituito da 
poliacrilammide al 10%, in Tris-HCl 375 mM, pH 8.8, SDS 0.1% p/v.  
Gli estratti proteici sono stati incubati a 95°C per 10 minuti dopo aver aggiunto il buffer di 
caricamento (Tris-HCl pH 6.8 1 M, Glicerolo 10%, SDS 2%, blu di Bromofenolo 0.001%, 
βmercaptoetanolo 2%). La corsa è stata condotta nel tampone di corsa (Tris 25 mM, glicina 
192 mM, SDS 0.1% p/v) inizialmente ad un amperaggio di circa 0,5 mA per cm di gel, in seguito, 
durante la fase di separazione, ad un amperaggio di circa 1 cm per gel. 
Successivamente è stato utilizzato il metodo dell’elettrotrasferimento ad umido mediante 
tank transfer unit (Amersham). Sono stati disposti nell’ordine, dal catodo all’anodo: due fogli 
di carta 3MM (Whatman), il gel di poliacrilammide, una membrana di nitrocellulosa 
(Schleicher & Schuell, Keene, NH) e altri due fogli di carta 3 MM. Il trasferimento è stato 
effettuato in 2 ore a 200mA e 70 V nella soluzione di trasferimento (Tris 50mM, glicina 40mM, 
Metanolo 20% v/v). 
La membrana di nitrocellulosa è stata incubata con la soluzione di saturazione (latte scremato 
in polvere 5% p/v, tween-20 0,1% v/v in PBS) per 1 ora in lenta agitazione. 
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Il foglio di nitrocellullosa è stato incubato con gli anticorpi primari e secondari secondo i tempi 
e le diluizioni indicate in Tabella 1.  











HuR RIPAb+ HuR – RIP 
Antibody (Millipore) 
1:500 
O.N. a 4°C 
Anti-rabbit 1:4000 




O.N. a 4°C 
Anti-rabbit 1:4000 
1h 30’ RT 
C-Parp Anti-cleaved Parp 
(Abcam) 
1:1000 
O.N. a 4°C 
Anti-rabbit 1:4000 





O.N. a 4°C 
Anti-mouse 1:4000 
1h 30’ RT 
 
Dopo l’incubazione con l’anticorpo secondario, le membrane sono state lavate per 3 volte per 
5 minuti in PBS Tween 0,1% e poi i blot sono stati sviluppati utilizzando la procedura di 
chemiluminescenza ECL Super Signal (Pierce). La quantizzazione della proteina di interesse è 
stata normalizzata rispetto alla quantità di proteina β-actina totale dopo rilevamento 
dell’intensità delle bande mediante video densitometro Uvitec Alliance con il programma 
UVIband software (Uvitec, Cambridge, UK). 
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Trasfezione cellulare e silenziamento  
Il fenomeno dell’RNA interference o RNAi è un processo biologico tramite il quale piccole 
molecole di RNA inibiscono l’espressione genica attraverso la degradazione di specifici mRNA. 
Le molecole small interfering RNA (siRNA) sono composte da circa 20-25 basi e vengono 
prodotte attraverso clivaggio enzimatico di lunghe molecole di RNA a doppio filamento 
(dsRNAs) ad opera dell’endoribonucleasi Dicer. I siRNA prodotti da Dicer vengono legati dal 
complesso RNA-induced silencing complex (RISC). La molecola di RNA a singolo filamento del 
siRNA funge da templato a RISC che è così in grado di individuare la molecola mRNA 
complementare. Una volta trovata, Argonauta, una proteina facente parte del complesso 
RISC, viene attivata e va a clivare l’mRNA. 
Tipicamente i siRNA sintetizzati per il silenziamento genico sono molecole di RNA a doppio 
filamento di 21 nucleotidi, che mimano il prodotto di Dicer e quindi non necessitano di essere 
processati dall’enzima. Nel nostro laboratorio abbiamo invece deciso di utilizzare molecole di 
RNA a doppio filamento lunghe 27 nucleotidi, che necessitano quindi del processamento ad 
opera di Dicer. È ormai noto che questa metodica risulta essere notevolmente più efficiente 
rispetto all’utilizzo di siRNA “tradizionali”. 
Il silenziamento transiente di HuR è stato condotto sulle linee cellulari SW1736 e 8505C 
utilizzando il kit TriFECTa RNAi (Integrated DNA Technologies Inc, Coralville, IA, USA) specifico 
per il silenziamento di HuR o di MAD2. Gli oligonucleotidi (siRNA) sono stati trasfettati alla 
concentrazione di 5 nM utilizzando il reagente di trasfezione DharmaFECT 1 (GE Healthcare 
Dharmacon Inc.) secondo le istruzioni del produttore. Come controllo è stato utilizzato un 
oligonucleotide che ha come target una sequenza non presente nel trascrittoma umano. Il 
giorno prima della trasfezione, le cellule sono state piastrate in mezzo di coltura privo di 
antibiotico. Il giorno della trasfezione i siRNA e la DharmaFECT sono stati diluiti 
separatamente in terreno privo di siero ed antibiotici ed incubati per 5 minuti a temperatura 
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ambiente. Successivamente le soluzioni contenenti i siRNA e la DharmaFECT sono state unite 
ed incubate a temperatura ambiente per 20 minuti, in modo da permettere la formazione dei 
complessi reagente-siRNA. La soluzione così ottenuta è stata addizionata a terreno fresco e 
somministrata alle cellule da trasfettare. Dopo 72 ore di trasfezione, le cellule sono state 
raccolte e l’efficienza del silenziamento genico è stata valutata mediante l’analisi dei livelli di 
proteina HuR o MAD2, in Western Blot. 
MTT-assay 
Il saggio per misurare la vitalità cellulare utilizza il sale di tetrazolio (MTT) la cui riduzione 
enzimatica, da parte dei mitocondri delle cellule vitali, previa internalizzazione da parte delle 
stesse, produce dei cristalli viola di formazano. Questo fenomeno è un segno dell’attività 
ossidoreduttasica e quindi dello stato redox delle cellule. 
Le line cellulari SW1736, 8505C sono state piastrate in piastre da 96 pozzetti ad una 
concentrazione di 3200 cellule per pozzetto. Il giorno successivo il mezzo di coltura è stato 
sostituito con mezzo contenente DMSO o mezzo addizionato con CLMD-2 (1, 5, 10, 25, 35, 50, 
75 μM) oppure con siRNA, come da protocollo descritto in precedenza. Tre ore prima del 
termine del trattamento, in ciascun pozzetto è stato aggiunto l’MTT (4 mg/ml) al 10% v/v. Le 
cellule sono state quindi lisate con 100 µl di dimetil-sulfossido (DMSO). La lettura è stata 
effettuata con spettrofotometro a λ 570 nm dopo 24, 48 e 72 ore dall’inizio del trattamento. 
L’esperimento è stato condotto in sestuplicato. 
Soft Agar-assay 
La capacità clonogenica delle cellule SW1736, 8505C, BCPAP e K1 è stata testata mediante il 
saggio di soft agar-assay dopo il silenziamento di HuR o il trattamento con CMLD-2 alla 
concentrazione di 35 μM. Dopo 72 ore di silenziamento o di trattamento con CMLD-2 le cellule 
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sono state raccolte e risospese in 4 ml/piastra di mezzo RPMI completo contenente lo 0,25% 
di agarosio. Successivamente le cellule così risospese sono state piastrate ad una 
concentrazione di 10.000 cellule per piastra su di uno strato di agarosio all’ 1% in piastre da 6 
cm. Dopo 40 giorni, le colonie sono state contate utilizzando un microscopio invertito Leica 
DMI-600B (Leica Microsystems Ltd., Heerbrugg, Switzerland). I dati sono rappresentativi di 
tre esperimenti indipendenti. 
Retrotrascrizione 
L’RNA totale è stato retrotrascritto nel DNA complementare (cDNA) usando random primers 
e 200 unità di SuperScript III Reverse Transcriptase in presenza di inibitori delle RNAsi.  
La SuperScript III RT utilizza l’RNA a singolo filamento, in presenza di un primer, per 
sintetizzare un DNA a singolo filamento complementare. 500 ng di RNA, portati al volume 
finale di 10.6 μl mediante aggiunta di H2O sterile, sono stati addizionati con 0.4 μl di Random 
Hexaprimers (500 ng/μl) (Invitrogen) e 2 μl di mix di dNTPs 10 mM (Invitrogen). I campioni 
sono stati quindi denaturati a 70°C per 10 minuti e successivamente posti in ghiaccio. 
Per ogni campione è stata allestita la seguente miscela di reazione: 
4 μl di Buffer 5X (Tris 250 mM a pH 8,3; KCl 375 mM; MgCl2 15 mM) 
1 μl di DTT 0,1M 
4 μl di dNTPs 200mM 
1 μl di RNasi OUT 40U/μl 
1 μl di SuperScript III RT 200U/μl 
Dopo aver aggiunto ai campioni denaturati 7 μl della miscela di reazione sopra indicata essi 
sono stati mantenuti a temperatura ambiente per 5 minuti. 
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La retrotrascrizione è stata eseguita alla temperatura di 55°C per 60 minuti, 70°C per 15 
minuti e 45°C per 5 minuti al termine dei quali i campioni sono stati portati al volume di 100 
μl mediante aggiunta di 80 μl di H2O sterile e posti in ghiaccio. 
Real Time PCR  
Il principio della Real-Time PCR si basa sulla rilevazione e quantificazione di un segnale 
fluorescente durante l’amplificazione PCR, in quanto la quantità di fluorescenza emessa è 
direttamente proporzionale alla quantità di prodotto di PCR.  
In questo studio la metodica di Real Time PCR utilizzata è quella che prevede l’uso del Sybr 
Green, un colorante in grado di aumentare i livelli di emissione di fluorescenza quando si lega 
al solco minore del dsDNA (fluorescenza letta a 530 nm), utilizzando la supermix Platinum 
Sybr Green QPCR (Life Technologies) e il sistema ABI Prism 7300 Sequence Detection (Applied 
Biosystem, Foster City, CA, USA). 
L’analisi dell’espressione genica è stata eseguita con il metodo del 2-ΔΔCt, il quale assume che 
sia il gene target che il gene endogeno siano amplificati con la stessa efficienza, utilizzando 
l’SDS software (Applied Biosystems). Secondo il metodo del 2-ΔΔCt per ciascun campione i cicli 
(CT) del gene target vengono normalizzati con quelli del gene endogeno mediante la formula: 
ΔCt (test)= Ct (gene target, test) – Ct (gene endogeno, test). I ΔCt dei campioni vengono quindi a loro volta 
normalizzati con il ΔCt del campione calibratore, un campione usato come riferimento per il 
confronto relativo dei risultati, mediante la formula: ΔΔCt= ΔCt (test) – ΔCt (calibratore). Infine, il 
rapporto dell’espressione viene calcolato come 2-ΔΔCt. Il risultato ottenuto è la variazione 
dell’espressione del gene target nel campione test rispetto al calibratore, normalizzati 
sull’espressione del gene endogeno. Normalizzando l’espressione del gene target a quello del 
gene endogeno si compensano le differenze nelle eventuali quantità dei campioni. 
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La reazione di PCR è stata effettuata in un volume finale di 12 μl, utilizzando 2 μl di cDNA 
come templato. Le condizioni di PCR utilizzate sono le seguenti: incubazione a 50°C per 2 
minuti, denaturazione a 95°C per 10 minuti e successivi 40 cicli di amplificazione composti da 
15 secondi di denaturazione a 95°C, seguiti 1 minuto a 60°C per l’ibridazione/estensione. 
Ciascun campione è stato corso in triplicato e come normalizzatore dei livelli di RNA è stato 
usato il gene endogeno ACTB. 
Le sonde oligonucleotidiche utilizzate in Real Time PCR sono state progettate utilizzando il 
software PrimerExpress (Applied Biosystems) ed acquistate da Sigma-Aldrich.  
Scratch-assay 
Le linee cellulari BCPAP, K1, SW1736 e 8505C sono state piastrate in piastre da 6 pozzetti ad 
una concentrazione di 100.000 cellule/pozzetto. Il giorno successivo, il mezzo di coltura è 
stato sostituito con terreno aggiunto di DMSO, CMLD-2 35 μM. Dopo 72 ore, il mezzo con iL 
farmaco o il veicolo è stato sostituito con medium fresco ed è stato eseguito lo scratch con 
un puntale di micropipetta da 20 μl. Le immagini dello scratch sono state scattate a 0, 6 e 24 
ore mediante microscopio Nikon Eclipse Ti-S utilizzando il software NIS-Elements Software 
(Nikon). L’analisi dell’area dello scratch è stata effettuata attraverso il programma ImageJ 
attraverso il quale è stata determinata la fase esponenziale della velocità di migrazione. 
RBP Immunoprecipitation (RIP) 
L’immunoprecipitazione delle RNA binding protein (RIP) è un metodo utilizzato per 
identificare molecole di RNA associate a specifiche proteine. Nel nostro caso la RIP è stata 
utilizzata per valutare il profilo di legame dell’RBP HuR. 
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Per studiare il profilo di legame della proteina HuR nelle linee cellulari SW1736, 8505C, BCPAP 
e K1 abbiamo utilizzato il kit EZ-Magna RIP™ RNA-Binding Protein Immunoprecipitation 
(Millipore), seguendo le indicazioni del produttore.  
Le cellule (2x107 per condizione) sono state staccate dalla piastra e lisate con 100 μl di RIP 
lysis Buffer. 100 μl di ogni lisato cellulare sono stati aggiunti a 50 μl di biglie magnetiche 
precedentemente incubate con 5 μg di anticorpo (RIPAb+ anti-HuR Millipore; o RIPAb+ anti-
IgG Millipore come controllo negativo) a 4°C overnight. Dopo diversi lavaggi con RIP Wash 
Buffer, ciascun immunoprecipitato è stato incubato con 150 μl di RIP proteinase K Buffer a 
55°C per 30 minuti in shaking per permettere la digestione delle proteine. Le biglie 
magnetiche sono state quindi eliminate e i surnatanti risospesi in 250 μl di RIP Wash Buffer 
per poi essere sottoposti a purificazione con aggiunta di fenolo e una soluzione di 
cloroformio:alcol isoamilico in proporzione 24:1. Dopo centrifugazione per 10 minuti a 14000 
rpm, sono stati prelevati 350 μl di fase acquosa a cui è stato aggiunto un pari volume di 
cloroformio e centrifugati per 10 minuti a 14000 rpm. A 270 μl di fase acquosa sono stati 
aggiunti 50 μl di Salt solution I, 15 μl di Salt Solution II, 5 μl di Precipitate enhancer e 850 μl di 
etanolo 100%. Dopo precipitazione dell’RNA a -80 overnight, il tutto è stato centrifugato a 
14000 rpm per 30 minuti a 4°C e il pellet è stato lavato con etanolo 80% e dopo una seconda 
centrifugazione per 15 minuti a 14000 r.p.m a 4 °C il pellet è stato risospeso in 20 μl di acqua 
sterile RNase-free. 
Over-espressione di MAD2 
Per l’over-espressione di MAd2 abbiamo acquistato il TrueClone MAD2 cDNA clonato in 
pCMV6-AC contenente l’intera open reading frame del gene umano di MAD2 (Origene, 
Rockville, MD, USA). 1 μg di vettore è stato trasfettato utilizzando l’agente di trasfezione 
TurboFect (Fisher Scientific S.A.S., Illkirch, France) utilizzato ad una concentrazione di 2 μL per 
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piastra. Un vettore vuoto pCMV è stato utilizzato come controllo negativo (NC). Una volta 
verificata l’avvenuta over-espressione mediante Western Blot, è stato svolto un esperimento 
di rescue per verificare il diretto coinvolgimento di MAD2 negli effetti indotti da CMLD-2. Le 
cellule sono state trasfettate con 0,1 μg di pCMV-MAD2 o con NC e trattate con CMLD-2 35 
μM o con il solo veicolo (DMSO) per 72ore. La vitalità cellulare è stata valutata mediante 
saggio MTT come precedentemente descritto. 
Analisi Statistiche 
Tutti i dati ottenuti in questo lavoro sono stati espressi come media ± SD, e la significatività 
dei risultati è stata analizzata mediante test t di Student o one-way ANOVA eseguiti 




Espressione di HuR in ATC 
Per prima cosa sono stati valutati, mediante Western Blot, i livelli di espressione di HuR in una 
linea cellulare non tumorigenica (Nthy-ori-3.1) e in due linee cellulari derivate da ATC 
(SW1736 e 8505C). 
 
Figura 1. Espressione di HuR in linee cellulari di tiroide. Pannello A: Western Blot relativo 
all’espressione di HuR in linee cellulari di tiroide tumorali e non. Pannello B: quantificazione della 
proteina HuR dopo normalizzazione rispetto ai livelli di proteina β-actina. I risultati vengono 
rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, calcolato mediante one-way ANOVA. 
Come si può notare dalla Figura 1, l’analisi di Wester Blot ha dimostrato come vi sia una 
significativa over-espressione di HuR nelle due linee cellulari di ATC rispetto alla linea cellulare 
non tumorigenica Nthy-ori-3.1, riconfermando quanto descritto da Baldan et al. nel 
precedente lavoro179.  
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Effetti del silenziamento di HuR in linee cellulari di tumore 
anaplastico tiroideo 
Una volta dimostrata l’over-espressione di HuR nelle cellule tumorali di tumore anaplastico 
tiroideo, e il suo possibile coinvolgimento nello sviluppo tumorale, in una seconda fase di 
questo studio siamo andati a valutare gli effetti biologici del silenziamento di HuR in vitro.  
Il silenziamento di HuR 
Il silenziamento genico di HuR è stato effettuato trattando le SW1736 e le 8505C per 72 ore 
con tre diversi siRNA diretti in modo specifico contro tre sequenze presenti nel trascritto di 
HuR (siRNA1, siRNA2 e siRNA3) e con un oligonucleotide di controllo avente come target una 
sequenza non presente nel genoma umano (controllo negativo, CN). Il livello di silenziamento 
è stato valutato a livello proteico mediante Western Blot (Figura 4). 
 
Figura 2. Valutazione, mediante Western Blot, dei livelli di HuR in seguito al silenziamento della 
proteina nelle due linee cellulari. 
L’analisi di Western Blot ci ha permesso di determinare che il siRNA2 risulta essere quello più 
efficiente, in entrambe le linee, il siRNA1 ha un’efficacia leggermente minore mentre il siRNA 
3 non sembra avere alcun effetto di silenziamento della proteina HuR (Figura 2). Poiché 
utilizzando quest’ultimo siRNA non si osserva alcuna diminuzione dell’espressione di HuR, è 









CN   #1.1    #2.1   #3.1 
8505C 
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Effetti del silenziamento di HuR su vitalità cellulare ed apoptosi 
Numerosi studi riportano come il silenziamento di HuR abbia effetti sulla vitalità cellulare e 
sui fenomeni apoptotici in numerose linee tumorali. Inoltre in un nostro precedente lavoro 
abbiamo già dimostrato come il silenziamento tramite siRNA di questa RBP sia in grado di 
ridurre la vitalità cellulare e di incrementare i livelli di apoptosi in una linea cellulare di tumore 
papillifero tiroideo179. Sulla base di questi dati abbiamo quindi indagato gli effetti della down-
regolazione di HuR indotta da siRNA su vitalità cellulare ed apoptosi nel nostro modello di 
tumore anaplastico tiroideo. 
 
 Figura 3. Effetti del silenziamento di HuR sulla vitalità cellulare. Saggio MTT svolto su cellule SW1736 
e 8505C entrambe trasfettate con i siRNA 1 e 2 alla concentrazione 1 nM per 72 ore. I risultati sono 
espressi in percentuale rispetto al controllo (CN). Ogni esperimento è stato effettuato in sestuplicato, I 
risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, calcolato mediante one-way ANOVA. 
Come raffigurato in figura 3, la trasfezione con siRNA specifici diretti contro HuR per 72 ore 
ad una concentrazione 1 nM determina una riduzione significativa della vitalità cellulare, 
testata mediante MTT assay, in entrambe le linee cellulari. In particolare, il siRNA 1 induce 





























ha un effetto lievemente minore attestandosi attorno al 15-20% rispetto al controllo negativo 
posto arbitrariamente a 100. 
Allo scopo di valutare gli effetti del silenziamento di HuR sulla vitalità cellulare si associassero 
ad un incremento dei fenomeni apoptotici, è stata eseguita un’analisi, mediante Western 
Blot, per di quantificare i livelli proteici della frazione clivata di PARP la quale è noto essere 
direttamente correlata all’avanzamento del processo apoptotico. 
 
Figura 4. Effetti del silenziamento di HuR sull’apoptosi. Quantificazione dei livelli proteici della 
frazione clivata di PARP dopo normalizzazione rispetto ad actina in seguito ad analisi Western Blot su 
cellule SW1726 e 8505C trasfettate con siRNA 1 e 2 diretti contro HuR ad una concentrazione 1 nm 
per 72 ore. I risultati sono espressi ponendo a 1 il controllo negativo (CN). Ogni esperimento è stato 
effettuato in triplicato. I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, calcolato 
mediante one-way ANOVA. 
Come mostrato in figura 4, dopo 72 ore di trasfezione, il siRNA 1 alla concentrazione 1 nm 
determina un forte incremento della frazione clivata di PARP (C-PARP) a testimoniare che gli 
effetti osservati sulla vitalità cellulare sono in gran pare ascrivibile ad una forte attivazione 
dei fenomeni apoptotici. Il siRNA 2 invece non determina alcun cambiamento significativo nei 
livelli di C-PARP, suggerendo che dietro alla diminuzione di vitalità indotta da questo siRNA, 



































Effetti del silenziamento di HuR sull’aggressività tumorale 
Numerosi studi hanno dimostrato come tra gli RNA messaggeri target di HuR siano compresi 
numerosi geni coinvolti nei processi che favoriscono l’aumento dell’aggressività tumorale e 
della capacità metastatica delle cellule maligne. Per questo motivo abbiamo voluto verificare 
gli effetti del silenziamento di HuR sull’aggressività cellulare nel nostro modello di tumore 
anaplastico tiroideo. A tal scopo abbiamo effettuato un soft agar assay, uno dei principali 
saggi utilizzati per indagare l’aggressività tumorale in vitro, dopo aver trasfettato le cellule 
SW1736 e 8505C con i due siRNA. Come si può evincere dalla figura 5, entrambi i siRNA, in 
entrambe le linee cellulari hanno determinato una riduzione significativa del numero di 
colonie rispetto al controllo negativo, posto arbitrariamente a 100.  
 
Figura 5. Effetti del silenziamento HuR sull’aggressività tumorale. Numero di colonie formate da 
cellule SW1736 e 8505C trasfettate con i siRNA 1 e 2 specifici per HuR (alla concentrazione 1 nM per 
72 ore) contate dopo 40 giorni in soft agar. I valori sono espressi ponendo il controllo negativo (CN) 
pari a 100. Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato, I risultati vengono rappresentati come 
media ± SD. * p < 0.05, calcolato mediante one-way ANOVA. 
Ancora una volta, così come per vitalità ed apoptosi, il siRNA 1 dimostra effetti leggermente 
maggiori rispetto al siRNA 2. Questo risultato dimostra come HuR abbia un ruolo importante 
non soltanto nella vitalità e sopravvivenza cellulare ma anche nel mantenimento di un 
fenotipo aggressivo in linee cellulari di tumore anaplastico tiroideo.  
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Effetti dell’acido idrossissamico SAHA sull’espressione di HuR 
Effetti del SAHA sull’espressione di HuR in cellule di tumore 
anaplastico tiroideo 
Gli inibitori delle istone deacetilasi (HDAC) rappresentano un’importante classe di agenti 
anticancro, e tra questi uno dei più conosciuti e studiati è il SAHA, il quale è stato dimostrato 
essere in grado di indurre l’arresto del ciclo cellulare e l’apoptosi in numerose linee cellulari 
tumorali180. In un precedente studio avevamo già dimostrato come il SAHA fosse in grado di 
diminuire la vitalità cellulare in cellule SW1736181, inoltre Zhang et al hanno dimostrato come 
questa molecola riesca a down-regolare i livelli proteici di HuR in cellule murine182. Per questi 
motivi abbiamo indagato gli effetti del trattamento con questo inibitore delle deacetilasi 
istoniche sull’espressione di HuR in line cellulari di tumore anaplastico tiroideo.  
Abbiamo quindi trattato le cellule con SAHA alla concentrazione 3 μM per differenti tempi di 
trattamento misurando i livelli di mRNA di HuR. Come mostrato nella Figura 6 (A) il 
trattamento con il SAHA 3 μM determina una riduzione significativa dei livelli di mRNA di HuR 
in entrambe le linee dopo 48h di somministrazione. Viceversa, il trattamento con il SAHA per 
24 ore induce un aumento di tali livelli nelle SW1736, mentre tempi più lunghi (72 ore) non 
sembrano modificare in alcun modo la quantità di trascritto. Una volta dimostrata la down-
regolazione dell’mRNA di HuR in seguito a trattamento abbiamo indagato gli effetti del SAHA 
sui suoi livelli proteici. L’analisi del Western Blot, effettuata dopo trattamento con SAHA 3 μM 
per 72 ore (B, C), dimostra una forte riduzione della quantità di proteina in entrambe le linee 
cellulari, in particolare nelle SW1736.  
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Figura 6. Effetti del SAHA sull’espressione di HuR in cellule di tumore anaplastico tiroideo. (A) 
Quantificazione dei livelli di mRNA di HuR in seguito a trattamento con SAHA 3 μM per 24, 48 o 72 ore 
dopo RT-real time PCR. I risultati sono espressi ponendo a 1 il controllo (DMSO). Ogni esperimento è 
stato effettuato in triplicato, I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, ** p < 
0.01, *** p < 0.0001 calcolato mediante one-way ANOVA. (B) Western Blot relativo all’espressione di 
HuR in seguito a trattamento con SAHA μM e (C) quantificazione della proteina HuR dopo 
normalizzazione con la proteina β-actina. Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato, I risultati 
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Effetti del SAHA su NF-kB in cellule di tumore anaplastico tiroideo 
Kang et al hanno dimostrato come il fattore di trascrizione NF-kB sia in grado di legare il 
promotore di HuR attivandone la trascrizione e promuovendo così la tumorigenesi96. La forma 
inattiva di NF-kB si localizza nel citoplasma dove si trova complessata con la proteina inibitrice 
IkBα; quando attivato invece, trasloca nel nucleo dove lega le sequenze target di DNA, 
attivando la trascrizione dei suoi geni bersaglio183.  
 
Figura 7. Effetti del SAHA su NF-kB in cellule di tumore anaplastico tiroideo. Quantificazione della 
proteina NF-kB nucleare dopo normalizzazione con la proteina β-actina. Ogni esperimento è stato 
effettuato in triplicato, I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, calcolato 
mediante one-way ANOVA. 
Allo scopo di indagare lo stato di attivazione di NF-kB abbiamo svolto un’analisi mediante 
Western Blot delle frazioni nucleari di cellule SW1736 e 8505C, trattate o meno con il SAHA.  
I dati ottenuti (Figura 7) mostrano come il trattamento con il SAHA 3 μM induca una riduzione 
significativa della frazione nucleare di NF-kB, sia dopo 24 che dopo 48 ore, in entrambe le 
linee cellulari. Questi risultati dimostrano che la somministrazione di SAHA determina una 
riduzione dell’attivazione di NF-kB in cellule di tumore anaplastico tiroideo. 
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Effetti dell’inibizione di HuR in linee cellulari di tumore tiroideo 
I risultati ottenuti a seguito della down-regolazione di HuR mediante siRNA, evidenziano come 
questa RBP possa essere un valido bersaglio terapeutico per il tumore tiroideo anaplastico e 
come sia fondamentale l’individuazione di un inibitore farmacologico di HuR. Attualmente le 
uniche due modalità di inibizione di questa fondamentale RBP riportate in letteratura sono 
appunto mediante silenziamento indotto da siRNA o attraverso il trattamento con una piccola 
molecola: MS-444. Entrambi i metodi tuttavia presentano dei punti deboli, il primo è 
difficilmente applicabile in vivo a causa di limitazioni, come lo scarso up-take dei siRNA da 
parte delle cellule tumorali o la bassa stabilità di tali molecole nel siero; il secondo, sebbene 
offra maggiori vantaggi, inibisce l’omodimerizzazione di HuR modificandone la 
sub-localizzazione cellulare, ma tuttavia non agisce direttamente sul legame tra HuR e i siti 
ARE dei suoi mRNAs target. 
Recentemente Wu et al. hanno messo a punto la sintesi di una piccola molecola chiamata 
CMLD-2 in grado di inibire HuR legandovisi competitivamente e bloccando di fatto 
l’interazione tra HuR e i suoi target in maniera diretta143. Abbiamo quindi voluto testare gli 
effetti di questa molecola, che ad oggi rimane l’unico composto noto in letteratura in grado 
di inibire direttamente l’interazione HuR-mRNA, nel nostro modello cellulare considerando 
che in letteratura non sono presenti dati in merito. 
Effetti di CMLD-2 sulla vitalità cellulare in linee cellulari di tumore 
tiroideo 
Per prima cosa abbiamo valutato gli effetti di CMLD-2 a diverse concentrazioni e diversi tempi 
su quattro linee di tumore tiroideo, due derivate da tumore anaplastico tiroideo (SW1736 e 
8505C) e due derivanti da tumore papillifero della tiroide (BCPAP e K1).  
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Figura 8. Effetti di CMLD-2 sulla vitalità cellulare. Valutazione della vitalità cellulare espressa in unità 
arbitrarie dopo MTT-assay svolto su cellule SW1736, 8505C, BCPAP e K1 dopo la somministrazione di 
CMLD-2 alle concentrazioni da 1 a 75 μM o con il solo veicolo (DMSO) per 24, 48 o 72 ore. Ogni punto 
rappresenta la media di sei replicati, la deviazione standard è risultata inferiore al 10% per ciascun 
punto.  
La Figura 8 riporta i risultati degli esperimenti di MTT svolti sulle quattro linee cellulari dopo 
il trattamento per 24, 48 e 72 ore con CMLD-2 o solo veicolo, in questo caso DMSO, alle 
concentrazioni da 1 μM a 75 μM. CMLD-2 si è dimostrato efficace nell’indurre una 
diminuzione della vitalità cellulare in tutte le linee esaminate alle concentrazioni di 35, 50 e 
75 μM, con i primi effetti visibili già a 24 ore e molto più netti a 48 e 72 ore (pValue <0.05 in 
tutte le linee cellulari). Sulla base di questi risultati abbiamo scelto come dose efficace quella 
35 μM e come durata di trattamento le 72 ore; questi parametri di somministrazione di CMLD-
2 sono stati quindi utilizzati per tutti i successivi esperimenti. 
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Effetti di CMLD-2 sull’apoptosi in cellule di tumore tiroideo 
Allo scopo di valutare se la forte riduzione della vitalità cellulare osservata dopo il trattamento 
con CMLD-2 fosse dovuta all’attivazione di fenomeni di morte cellulare riconducibili al 
processo apoptotico, abbiamo voluto testare i livelli della frazione clivata di PARP dopo la 
somministrazione dell’inibitore di HuR.  
 
Figura 9. Effetti di CMLD-2 sull’apoptosi. Analisi densitometrica dei livelli di PARP clivata ottenuta 
mediante Western Blot svolto su cellule di tumore tiroideo trattate con CMLD-2 35 μM per 72 ore o 
con il solo DMSO. Per ciascuna linea cellulare i risultati sono stati normalizzati su actina ed espressi 
ponendo ad 1 il rispettivo controllo (DMSO). Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato, I 
risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, calcolato mediante one-way ANOVA. 
Il trattamento con CMLD-2 35 μM per 72 ore, induce un forte e significativo aumento del 
taglio proteolitico di PARP (Figura 9), in particolare nelle K1 si osservano i maggiori effetti con 
un incremento di circa 11 volte, effetti ben evidenti anche nelle cellule di ATC (SW1736 e 
8505C), che mostrano aumenti della frazione clivata di PARP di circa 7 volte. Gli effetti minori 
si registrano sulle BCPAP, dove comunque si nota un aumento di 2,5 volte rispetto al controllo, 
a dimostrare comunque l’attivazione dei processi apoptici dopo trattamento con CMLD-2. 
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Effetti di CMLD-2 sull’aggressività tumorale 
Una volta dimostrato come CMLD-2 sia in grado di indurre una forte riduzione della vitalità 
cellulare, determinando anche un netto aumento della morte cellulare per apoptosi, abbiamo 
voluto studiare gli effetti di questo inibitore di HuR sull’aggressività tumorale nelle quattro 
linee di tumore anaplastico tiroideo prese in esame. A tale scopo abbiamo valutato la capacità 
di migrazione delle cellule che rappresenta una caratteristica tipica di cellule tumorali 
aggressive e la quale consente loro di colonizzare altri tessuti attraverso il processo di 
metastatizzazione, e la capacità di formare colonie in condizioni di crescita ancoraggio-
indipendenti mediante un soft-agar assay, un metodo di indagine circa l’aggressività tumorale 
ampiamente utilizzato e riconosciuto. 
Per quanto riguarda la capacità di migrare, essa è stata testata eseguendo uno scratch-assay 
dopo aver trattato le cellule con CMLD-2 per 72 ore. La figura 10 mostra le fotografie ottenute 
al microscopio dopo 24 ore dalla generazione della “ferita” in cellule trattate con CMLD-2 o 
con il solo veicolo (DMSO) (A) e l’istogramma rappresentante la quantificazione della capacità 
migratoria delle cellule (B). Come si può osservare, il trattamento con CMLD-2, induce una 
forte riduzione della capacità migratoria direzionale in tutte le quattro linee cellulari di 
tumore tiroideo, in particolare tale riduzione risulta essere del 20% nelle SW1736, più del 50% 




Figura 10. Effetti di CMLD-2 sulla migrazione cellulare. A: Fotografie ottenute al microscopio ottico di 
cellule SW1736, 8505C, BCPAP e K1 trattate con CMLD-2 35 μM per 72 ore o con il solo DMSO dopo 24 
ore dalla generazione della “ferita”. B: istogramma rappresentante la quantificazione della capacità 
migratoria delle cellule. I valori sono rappresentati come percentuale rispetto al controllo (DMSO). 
Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato, I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * 
p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001 calcolato mediante one-way ANOVA 
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Dopo aver testato la capacità di migrazione in risposta al trattamento abbiamo valutato come 
variasse l’aggressività tumorale in seguito a somministrazione di CMLD-2 svolgendo un soft 
agar assay. Le cellule sono state trattate con CMLD-2 35 μM per 72 ore, al termine del 
trattamento sono state contate e piastrate in egual numero in soft agar. Dopo 40 giorni, sono 
state contate le colonie che si erano formate a partire da cellule trattate con l’inibitore di HuR 
o con il semplice veicolo (DMSO). Come si può osservare nella figura 11, l’inibizione di HuR 
determina la riduzione del numero di colonie in tutte le linee cellulari di tumore tiroideo.  
 
 Figura 11. Effetti di CMLD-2 su aggressività tumorale. L’istogramma rappresenta il numero di colonie 
formatesi in soft-agar dopo 40 giorni per ogni linea cellulare di tumore tiroideo. Ogni esperimento è 
stato effettuato in triplicato, I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, 
** p < 0.01, calcolato mediante one-way ANOVA 
L’inibizione di HuR attraverso CMLD-2, dunque, oltre a determinare una diminuzione della 
vitalità e della sopravvivenza cellulare, è anche in grado di ridurre l’aggressività tumorale 




Effetti molecolari dell’inibizione di HuR 
Effetti di CMLD-2 sull’espressione di MAD2 
Al fine di comprendere meglio i meccanismi molecolari alla base degli effetti biologici 
dell’inibizione di HuR mediante CMLD-2 in linee cellulari di tumore tiroideo, abbiamo 
focalizzato la nostra attenzione su geni i cui mRNA fossero target di HuR. Basandoci sui 
risultati pubblicati da Lebedeva et al. abbiamo ristretto il campo di indagine a 20 geni i cui 
mRNA fossero target di HuR e i cui livelli di espressione fossero fortemente ridotti in seguito 
al silenziamento di HuR. Nella tabella sono riportati i primi 20 geni ordinati in base alla più 
alta riduzione dei livelli di proteina dopo silenziamento di HuR, ciò sta a significare che per 
l’espressione di questi geni questa RBP gioca un ruolo fondamentale. 
Tabella 1. Variazione dei livelli di mRNA e proteina di geni target di HuR in seguito al suo 
silenziamento. La variazione è stata calcolata come logaritmo in base 2 del rapporto tra silenziato e 
controllo. Lebedeva et al.90 
 Log2 fold-changes HuR KD vs. Mock 
GENE mRNA PROTEINA 
ELAVL1  -1,36 -3,78 
GDI2  0,25 -3,52 
FMR1  -0,87 -1,37 
YWHAH  -1,42 -1,34 
NFYC  0,13 -1,28 
MPV17  -1,02 -1,26 
COPS7B  -0,86 -1,25 
TXNDC15  -0,73 -1,19 
EIF4A2  -0,60 -1,18 
IL6ST  -0,56 -1,16 
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FECH  -0,30 -1,15 
C5orf24  -0,60 -1,13 
HNRNPR  -0,90 -1,07 
BCAT1  -0,41 -1,07 
FKBP1A  -1,45 -1,03 
QSOX2  -0,41 -1,03 
HP1BP3  -0,55 -0,97 
SLC7A11  -0,47 -0,95 
MAD2L1  -0,86 -0,94 
GCLC  -0,56 -0,92 
 
All’interno di questo selezionato gruppo di geni abbiamo posto la nostra attenzione su alcuni 
di essi, selezionati in base a parametri quali: dati in letteratura, coinvolgimento nel cancro, 
espressione in tumore tiroideo etc., andandone a verificare l’eventuale cambiamento di 
espressione in seguito a trattamento con CMLD-2. Questo procedimento ci ha così permesso 
di individuare MAD2 come gene di interesse in quanto correlato con vari tipi di cancro e over-
espresso in tumori tiroidei184. 
Per prima cosa abbiamo confermato che l’mRNA di MAD2 risultasse un target specifico di HuR 
anche nel nostro modello cellulare. A tale scopo abbiamo immunoprecipitato i complessi 
HuR-mRNA target tramite una RIP. Una volta purificato l’RNA immunoprecipitato, abbiamo 
quantificato l’arricchimento di MAD2 presente nei campioni con anticorpo anti-HuR rispetto 
a quello presente nel campione trattato con IgG generiche. Come è possibile notare nella 
figura 12, MAD2 risulta arricchito in tutte le quattro linee cellulari, in particolare nelle 8505C 
e nelle BCPAP, sia rispetto alle IgG sia rispetto a MARCH3 noto per non essere un target di 
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HuR e qui utilizzato come controllo negativo. Ciò conferma come MAD2 risulti un target di 
HuR anche nelle linee cellulari di tumore tiroideo. 
   
Figura 12. Le cellule sono state lisate ed immunoprecipitate mediante anticorpo anti-HuR o anti-IgG. 
Gli mRNA legati ad HuR di MAD2 o MARCH3 (controllo negativo) sono stati retrotrascritti ed 
amplificati con primers specifici per i due geni ed analizzati mediante qPCR. L’immunoprecipitato 
mediante IgG è stato posto arbitrariamente ad 1 e i risultati sono espressi come fold enrichment 
rispetto ad esso. Tutti i campioni sono stati analizzati in triplicato. 
Per verificare la nostra ipotesi secondo la quale l’inibizione di HuR mediata da CMLD-2 
impedirebbe il legame della RBP con l’mRNA di MAD2, influenzandone i livelli di espressione, 
abbiamo analizzato, mediante Western Blot, i livelli proteici di MAD2 dopo aver trattato le 





Figura 13. A) Western Blot relativo all’espressione di MAD2 in seguito a trattamento con CMLD-2 35 
μM per 72 ore e (B) quantificazione della proteina MAD2 dopo normalizzazione con la proteina β-
actina. Ogni esperimento è stato effettuato in triplicato. I valori sono stati calcolati ponendo 
arbitrariamente ad 1 il controllo (DMSO). I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 
0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001 calcolato mediante one-way ANOVA. 
Coerentemente con la nostra ipotesi, la somministrazione di CMLD-2 induce una netta e 
significativa riduzione delle quantità di proteina in tutte le quattro linee di tumore tiroideo 
(Figura 13) ed in particolare tali effetti sono maggiormente evidenti in 8505C e BCPAP. Alla 
luce di questi risultati abbiamo selezionato queste due linee cellulari per i successivi 
esperimenti, proprio perché mostrano gli effetti più importanti per quanto riguarda la down-
regolazione di MAD2 in seguito ad inibizione di HuR. 
Effetti del silenziamento di MAD2 sulla vitalità cellulare 
Avendo dimostrato che il trattamento con CMLD-2 determina una riduzione dell’espressione 
di MAD2, abbiamo valutato se gli effetti sulla vitalità cellulare indotti dall’inibizione di HuR 
fossero, almeno in parte, dovute proprio alla down-regolazione di MAD2. Per questo motivo 
è stato effettuato un esperimento di silenziamento genico di MAD2 utilizzando 3 diversi siRNA 
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diretti specificatamente contro sequenze presenti in tale gene, alla concentrazione 5n, i quali 
come si può notare nella Figura 14 (A), inducono una forte riduzione dell’espressione dei livelli 
proteici di MAD2 in entrambe le linee dopo 72 ore. 
 
 
Figura 14. Effetti del silenziamento di MAD2. (A) Le cellule 8505C e BCPAP sono state trasfettate con 
un controllo negativo (CN) o con tre differenti siRNA (siRNA#1, #2, #3) aventi sequenze specifiche per 
MAD2. Dopo 72 ore, i livelli di espressione proteica di MAD2 sono stati valutati mediante Western 
Blot, verificando l’avvenuto silenziamento. (B) Le cellule 8505C e BCPAP sono state trasfettate con il 
solo veicolo (mock), con un controllo negativo (NC) o con tre differenti siRNA (siRNA#1, #2, #3) aventi 
sequenze specifiche per MAD2 per 72 ore dopodiché è stato svolto un MTT-assay per valutare la 
vitalità cellulare. I valori sono espressi in percentuale rispetto al controllo negativo (NC). Ogni 
esperimento è stato effettuato in sestuplicato, i risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p 
< 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.0001 calcolato mediante one-way ANOVA. 
Una volta verificato l’avvenuto silenziamento abbiamo svolto un MTT-assay su cellule 8505C 
e BCPAP trasfettate con i siRNA diretti contro MAD2 testandone la vitalità in risposta alla 
down-regolazione di MAD2. Abbiamo così dimostrato come il silenziamento di MAD2 induca 
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una diminuzione significativa della vitalità cellulare di circa il 40% in entrambe le linee quando 
effettuato con i siRNA 1 e 2, il siRNA 3 invece sembra avere effetti minori (Figura 14 B). 
Effetti del trattamento con CMLD-2 su cellule di tumore tiroideo 
over-esprimenti MAD2 
Al fine di confermare l’ipotesi secondo la quale MAD2 sarebbe direttamente coinvolto negli 
effetti indotti da CMLD-2 sulle cellule di tumore tiroideo, abbiamo svolto un esperimento di 
rescue. A tale scopo le cellule 8505C e BCPAP sono state trasfettate con un plasmide 
contenente il cDNA di MAD2 (pCMV6-MAD2) o con plasmide vuoto (pCMV6-empty) come 
controllo negativo. Abbiamo così ottenuto cellule in grado di over-esprimere MAD2, le quali 
sono state trattate con CMLD-2 35 μM per 72 ore. Come mostrato nella Figura 15 (A), l’over-
espressione di MAD2 determina un parziale recupero dei livelli proteici di MAD2 
precedentemente abbattuti tramite trattamento con CMLD-2. 
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Figura 15. Effetti del trattamento di CMLD-2 su cellule overesprimenti MAD2. (A) Le cellule 8505C e 
BCPAP sono state trasfettate con un plasmide vuoto (NC) o con un plasmide contenente cDNA di 
MAD2 (MAD2). Le cellule sono state quindi trattate con CMLD-2 35 μM e dopo 72 ore è stato svolto 
un Western Blot per valutare i livelli di espressione proteica di MAD2. (B) Le cellule 8505C e BCPAP 
sono state trattate con DMSO, CMLD-2 35μM, pCMV6-empty (NC) o pCMV6-MAD2 (MAD2) da soli o 
in combinazione. Dopo 72 ore, è stata testata la vitalità cellulare mediante MTT-assay. I valori sono 
espressi come percentuale del controllo negativo (NC). Ogni esperimento è stato effettuato in 
sestuplicato, I risultati vengono rappresentati come media ± SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 
0.0001 calcolato mediante one-way ANOVA. 
Abbiamo infine voluto verificare che questa parziale re-espressione di MAD2 fosse 
accompagnata anche da un recupero in termini di vitalità cellulare. Per questo motivo 
abbiamo svolto un MTT-assay su cellule 8505C e BCPAP trattate con il solo veicolo (DMSO) o 
con CMLD-2 35 μM per 72 ore ed over-esprimenti (MAD2) o meno (NC) MAD2. Come 
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riportato nella Figura 15 (B), le cellule 8505C e BCPAP over-esprimenti MAD2 hanno mostrato 
una diminuzione significativa degli effetti di CMLD-2 sulla vitalità cellulare, circa il 30% in 
entrambe le linee. Ciò conferma che una parte degli effetti di CMLD-2 in cellule di tumore 




La regolazione dell’espressione genica rappresenta un processo fondamentale mediante il 
quale le cellule sono in grado di rispondere ai cambiamenti e agli stimoli prodotti dal 
microambiente nel quale si trovano, tale processo è finemente controllato da numerosi 
check-points, posti sia prima che dopo la trascrizione da DNA a RNA.  
La regolazione post-trascrizionale dell’espressione genica rappresenta uno dei principali 
meccanismi utilizzati dalle cellule per modulare tale processo; essa è in grado di generare 
numerosi prodotti proteici differenti partendo da un singolo gene trascritto mediante 
fenomeni come splicing alternativo, poliadenilazione su siti alternativi ed editing dell’RNA, 
modificazioni, queste, che avvengono a livello nucleare. Nel citoplasma invece, l’utilizzo di siti 
diversi di inizio della traduzione porta alla sintesi di proteine funzionalmente diverse partendo 
da uno stesso RNA messaggero185. 
Sempre a livello citoplasmatico, l’espressione genica può essere strettamente controllata 
attraverso la regolazione della stabilità della molecola di mRNA e dei suoi livelli di traduzione 
mediante l’interazione del messaggero con molecole quali siRNA o microRNA (fenomeno di 
RNA interference) o mediante l’azione delle RNA binding proteins (RBPs)186. Negli ultimi anni 
questi fenomeni di controllo dell’espressione genica hanno assunto una sempre maggior 
importanza. Schwanhäusser et al hanno analizzato contemporaneamente i livelli degli mRNA 
e dei loro rispettivi prodotti proteici, dimostrando come gran parte delle proteine sintetizzate 
dalla cellula vengono regolate proprio a livello traduzionale.187 
Le RNA binding protein sono una classe di proteine che interagiscono con specifici elementi 
cis presenti nelle sequenze degli mRNA attraverso il riconoscimento di motivi costituiti da 
sequenze lineari o attraverso la formazione di strutture secondaria dinamiche. Generalmente 
il legame con elementi cis posti al 5’ non tradotto (UTR) del messaggero ne controlla l’inizio 
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della traduzione, mentre quello al 3’UTR ha effetto sulla stabilità dell’mRNA e sull’efficienza 
di traduzione188. 
Durante, o immediatamente dopo, la trascrizione le RBPs legano spontaneamente i loro 
mRNA target al fine di facilitare il processamento del pre-mRNA, dopodiché esse richiamano 
altre RBPs formando così dei complessi detti ribonucleoproteici (RNPs) che circondano 
l’mRNA target. Questi complessi sono in grado di determinare il tipo di splicing e la 
sub-localizzazione cellulare dell’mRNA, oltre che la successiva traduzione piuttosto che la sua 
degradazione189. 
Una volta appurato il ruolo fondamentale delle RBP nel controllare al risposta cellulare 
mediante la regolazione dell’espressione genica, appare evidente come una qualsiasi 
mutazione o alterazione che ne modifichi l’espressione o l’attività, o che modifichi il loro 
pattern di mRNA target, siano alla base dello sviluppo di numerose patologie, prima tra tutte 
il cancro190. 
HuR è la sola RNA binding protein della famiglia delle human embrionic lethal abnormal vision 
(ELAV) ad essere ubiquitariamente espressa e ad essere coinvolta nella regolazione della 
stabilità e della traduzione dell’mRNA. Numerosi studi hanno dimostrato un suo ruolo cruciale 
in vari tipi di tumore umano come l’adenocarcinoma del polmone, il cancro dell’ovaio, il 
tumore a cellule squamose della laringe e il tumore del colon106. Il suo coinvolgimento nelle 
neoplasie deriva dal fatto che HuR agisce spesso come un promotore della proliferazione e 
della sopravvivenza cellulare, inoltre tra gli mRNA di cui favorisce l’espressione, si ritrovano 
oncogeni e geni anti-apoptotici o coinvolti nell’invasività tumorale e nell’angiogenesi191. 
Partendo da questi dati riguardanti l’importanza della deregolazione di HuR in numerosi tipi 
di cancro, in un precedente lavoro abbiamo dimostrato la sua over-espressione nel tumore 
papillifero tiroideo. Inoltre abbiamo potuto verificare come i profili di legame tra HuR e i suoi 
mRNA target siano diversi tra linee cellulari tiroidee normali e tumorali, e come la sua 
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espressione sia necessaria per la sopravvivenza e la proliferazione cellulare in questo tipo di 
tumore179. 
Il carcinoma tiroideo rappresenta la neoplasia di tipo endocrino più diffusa, sebbene 
costituisca non più del 2% di tutti i tumori umani148. La classificazione delle diverse tipologie 
di carcinoma tiroideo avviene basandosi sul tipo cellulare dal quale origina la neoplasia. 
Generalmente il tumore tiroideo non si manifesta con una evidente sintomatologia, ciò ne 
rende complicata una precoce diagnosi, la quale ben più frequentemente viene effettuata a 
seguito di analisi svolte per altre patologie. Anche a causa di una diagnosi solitamente tardiva, 
l’unica terapia disponibile consiste nell’asportazione della ghiandola tiroidea seguita da un 
ciclo di radioterapia e terapia di soppressione ormonale. Negli ultimi anni sono stati fatti 
numerosi passi avanti nell’identificazione e nella definizione delle caratteristiche biologiche 
di questo tipo di tumori, grazie all’individuazione di numerose alterazioni geniche 
comprendenti mutazioni e riarrangiamenti a livello cromosomico. Come per numerosi altri 
tipi di cancro, anche nella ricerca riguardante il tumore tiroideo, la scoperta e la messa a punto 
di marker molecolari, siano essi diagnostici o terapeutici, rappresenta un campo 
fondamentale d’indagine. 
Mentre i tumori tiroidei differenziati (papilliferi o follicolari) sono ritenuti facilmente trattabili 
e curabili, i tumori tiroidei indifferenziati, midollari e anaplastici, seppur meno frequenti, sono 
molto più aggressivi ed in grado di metastatizzare precocemente, caratteristiche che rendono 
la loro prognosi nettamente sfavorevole192. Tra quest’ultimi, il tumore anaplastico tiroideo 
(ATC), rappresenta una delle più aggressive neoplasie umane, con un tasso di sopravvivenza 
ad 1 anno dalla diagnosi inferiore al 20%193. Trattandosi di un tumore molto raro e con un 
tasso di sopravvivenza così basso, risulta molto difficile ottenere dati certi circa gli eventuali 
effetti positivi delle diverse strategie terapeutiche, fino ad oggi infatti non è stato stabilito 
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nessun trattamento unificato in grado di indurre un aumento delle probabilità di 
sopravvivenza194. 
Il progetto portato avanti durante il mio dottorato ha avuto, quindi, come obiettivo, lo studio 
degli effetti della down-regolazione di HuR e della sua inibizione come possibile approccio 
terapeutico per il trattamento del tumore tiroideo, in particolar modo nel caso del tumore 
anaplastico tiroideo, per il quale non è stata ancora messa a punto una strategia terapeutica 
in grado di determinare effetti concreti in termini di sopravvivenza dei pazienti. 
Il punto di partenza di questa tesi è dato dai risultati ottenuti in un precedente lavoro in cui 
abbiamo dimostrato come HuR sia over-espresso nei tessuti di tumori tiroidei mediante 
un’analisi immunoistochimica su campioni tumorali e normali. Da questa prima analisi è 
emerso anche come HuR sia principalmente localizzato a livello nucleare, e che nei tumori più 
aggressivi come gli anaplastici, vi sia un forte incremento della frazione citoplasmatica.  
Una volta dimostrata l’over-espressione di HuR nelle linee cellulari di tumore anaplastico 
tiroideo, siamo passati a studiarne la possibile implicazione nello sviluppo di questo tipo di 
neoplasia, nel suo sostenimento e nella aggressività tumorale. Per studiare ciò abbiamo 
intrapreso la strada del silenziamento genico dell’espressione di HuR in vitro. 
Poiché numerosi dati presenti in letteratura hanno dimostrato come HuR risulti determinante 
nel mantenere alti i livelli di vitalità cellulare nonché la sua interazione con RNA messaggeri 
di geni coinvolti nell’evasione dall’apoptosi, abbiamo per prima cosa verificato che il 
silenziamento di HuR mediante siRNA determina una riduzione significativa della vitalità 
cellulare ed un aumento dei fenomeni apoptotici in cellule SW1736 e 8505C. 
Tuttavia, gli effetti su vitalità e apoptosi spesso risultano non sufficienti, in quanto le cellule 
meno vitali o sopravvissute possono evadere dal sito tumorale principale per metastatizzare 
in altri tessuti, laddove siano presenti microambienti maggiormente favorevoli. Abbiamo 
quindi voluto valutare se il silenziamento di HuR inducesse anche una riduzione 
80 
dell’aggressività. Attraverso un soft agar assay è stata dimostrata una netta diminuzione del 
numero di colonie. Tale risultato chiarisce come HuR si candidi come target specifico di 
terapia, in quanto coinvolta non solo in fenomeni proliferativi ma anche in meccanismi 
riguardanti l’aggressività tumorale e la capacità metastatica. 
A questo punto siamo passati alla ricerca di farmaci o molecole che potessero inibire 
l’espressione di HuR, focalizzandoci in particolare sull’acido idrossamico SAHA, un inibitore 
delle deacetilasi istoniche già approvato dall’FDA per il trattamento di altre neoplasie195. Tale 
scelta è stata fatta alla luce dei risultati di Zhang e colleghi, I quali avevano precedentemente 
dimostrato come il trattamento con il SAHA fosse in grado di ridurre l’espressione di HuR in 
un modello murino182.  
Anche nel nostro modello di tumore anaplastico tiroideo tale farmaco si è dimostrato in grado 
di ridurre prima i livelli di mRNA di HuR (dopo 48 ore di trattamento) e successivamente anche 
la quantità di proteina espressa (dopo 72 ore di trattamento). 
Al fine di comprendere meglio i meccanismi molecolari alla base di tali effetti, ci siamo 
concentrati sull’attività di NF-kB, fattore di trascrizione che rappresenta il principale 
regolatore dell’espressione di HuR96. Il trattamento con il SAHA è risultato essere in grado di 
inibire l’azione di NF-kB, suggerendo così che la sua azione sui livelli di espressione di HuR 
possa passare proprio da tale fattore di trascrizione che una volta inibito non è più in grado 
di sostenere alti livelli di produzione di mRNA di HuR. 
Con questi risultati abbiamo dimostrato per la prima volta come l’RBP HuR giochi un ruolo 
fondamentale nella tumorigenesi del tumore anaplastico tiroideo, e come essa sia coinvolta 
nei meccanismi con il quale il SAHA induce effetti antitumorali in questo stesso modello. La 
prima parte di questo progetto ha evidenziato quindi come sia indispensabile l’individuazione 
di un inibitore farmacologico di HuR per il trattamento di questo tipo di cancro così aggressivo. 
Ad oggi esistono soltanto due metodi di inibizione di questa RBP, tramite siRNA o trattamento 
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con MS-444. Il primo metodo presenta numerosi punti deboli prima tra tutti la sua difficile 
applicazione in vivo a causa delle limitazioni intrinseche alla metodica; le cellule tumorali 
acquisiscono i siRNA con una certa difficoltà, ed essi sono poco stabili nel siero e difficilmente 
indirizzabili all’interno della massa tumorale. L’utilizzo di MS-444 invece, pur presentando 
alcuni vantaggi, non è in grado di inibire direttamente l’interazione tra HuR e i suoi mRNA 
target, ma si limita ad alterare la localizzazione sub-cellulare della proteina bloccandone la 
dimerizzazione196, inoltre la sua somministrazione in vivo non ha dato i risultati attesi; il 
trattamento con MS-444 di topi in grado di sviluppare cancro del colon-retto ha infatti 
comportato un aumento del numero e delle dimensioni dei tumori rispetto ai controlli197. 
Per questi motivi abbiamo volute testare gli effetti di CMLD-2, una nuova piccola molecola 
sintetizzata da Wu e colleghi, in grado di legare HuR in modo competitive bloccandone così 
l’interazione con i siti ARE dei suoi mRNA bersaglio143. 
Abbiamo per prima cosa dimostrato che il trattamento con CMLD-2 effettuato su linee 
cellulari di tumore tiroideo (papillifero o anaplastico) induce una forte e significativa 
diminuzione della vitalità cellulare a dosi e tempi diversi, con un IC50 media tra tutte le linee 
posta pari 35 μM. Gran parte degli effetti osservabili sulla vitalità cellulare sono dovuti a 
morte cellulare per apoptosi. 
La somministrazione di CMLD-2 35 μM per 72 ore ha effetti anche sulla capacità migratoria e 
sull’aggressività tumorale. Per quanto riguarda la prima essa è stata testata mediante un 
esperimento di scratch-assay, per mezzo del quale è stato possibile dimostrare come le cellule 
tumorali trattate impiegavano più tempo per chiudere la “ferita” prodotta. Per quanto 
riguarda l’aggressività tumorale, questa molecola si è dimostrata in grado di inibire la crescita 
cellulare ancoraggio-indipendente, determinando una netta riduzione del numero di colonie 
in soft-agar. Con questo primo setting sperimentale abbiamo così dimostrato come 
l’inibizione di HuR mediante CMLD-2 determinasse effetti simili su vitalità sopravvivenza e 
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aggressività tumorale, rispetto a quelli ottenuti con il silenziamento mediante siRNA, senza 
però presentarne i possibili punti deboli precedentemente descritti. 
Al fine di entrare più nel dettaglio dei meccanismi molecolari alla base degli effetti osservati, 
abbiamo focalizzato la nostra attenzione su un accurato studio di Lebedeva e colleghi, 
riguardante l’individuazione dei target di HuR la cui espressione viene modificata dal 
knock-down90 di questa RBP. 
Lo studio successivo ha quindi avuto come oggetto MAD2, in quanto target di HuR la quale ne 
regola l’espressione. MAD2 (mitotic arrest deficient 2) è un componente chiave del complesso 
MAD2/Bub il quale a sua volta riveste un ruolo fondamentale tra le proteine del SAC (spindle 
assembly checkpoint), il checkpoint che monitora la separazione dei cromatidi fratelli 
determinando o meno la progressione da metafase ad anafase198. La correlazione tra la sua 
espressione e la sopravvivenza è stata dimostrata in numerosi tipi di cancro, risultando a volte 
positiva, altre volte negativa, dipendentemente dai tipi di tumore oggetto di studio199. Wada 
et al hanno dimostrato come MAD2 sia maggiormente espresso nei tumori anaplastici tiroidei 
rispetto a quelli differenziati, suggerendo un suo diretto coinvolgimento nella tumorigenesi e 
nell’induzione di un fenotipo maggiormente aggressive in questo tipo di cancro184. 
Come prima cosa abbiamo confermato come MAD2 sia un mRNA target di HuR anche nel 
nostro modello mediante immunoprecipitazione seguita da analisi tramite qPCR. 
Coerentemente con la nostra ipotesi, l’inibizione di HuR mediante CMLD-2 determina una 
forte e significativa riduzione dei livelli proteici di MAD2.  
Data l’assenza, fin qui, di dati circa gli effetti del silenziamento di MAD2 in linee cellulari di 
tumore tiroideo, abbiamo dimostrato per la prima volta come la sua down-regolazione 
mediante siRNA determini effetti rilevanti sulla vitalità cellulare in questo modello di tumore. 
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Con i risultati ottenuti fin qui abbiamo potuto chiarire come l’inibizione di HuR mediante 
CMLD-2 determini una riduzione dei livelli di espressione di MAD2, la quale induce una 
riduzione della vitalità cellulare in linee cellulari di tumore papillifero e anaplastico tiroideo.  
A questo punto abbiamo voluto dimostrare come una parte degli effetti riscontrati dopo 
somministrazione di CMLD-2 fossero direttamente legati alla down-regolazione di MAD2. 
Come da ipotesi, infatti, il trattamento con CMLD-2 in cellule over-esprimenti MAD2 ha 
determinato un parziale recupero dell’espressione della sua proteina e un’attenuazione di 
circa il 30% degli effetti di tale molecola sulla vitalità cellulare, confermando come la nostra 
speculazione fosse corretta. 
Complessivamente in questo studio svolto nel corso del mio dottorato, ho potuto contribuire 
a dimostrare per la prima volta gli effetti del silenziamento mediante siRNA o trattamento 
farmacologico con CMLD-2 di HuR nel tumore tiroideo. Abbiamo fornito inoltre una 
spiegazione molecolare al meccanismo d’azione con cui questa nuova molecola è capace di 
indurre effetti antitumorali, il quale comprende l’espressione e l’attività di MAD2. 
Qualora confermati anche in vivo, questi dati suggeriscono come CMLD-2 possa trovare 
un’applicazione nello sviluppo di terapie innovative riguardanti il trattamento del tumore 
tiroideo, ed in particolare de tumore anaplastico tiroideo, per il quale ad oggi si è ancora 
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